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Dans la grande généralité des cas, le P. falciparum ne se 
rencontre dans les frottis du sang des malades que sous la forme 
d’anneaux et de gamétes. Les jeunes anneaux composés d'un 
protoplasme linéaire circonscrivant une vacuole réfringente et 
d'un nucléole granulaire, éliré en biscuit ou divisé en deux et 
méme trois segments, se fixent a la surface ou sur la tranche 
de Vhématie. Un peu plus tard, par un pseudopode filiforme, 
ils s’introduisent dans le globule; le protoplasma ordinairement 
réticulé se développe particuliérement dans la partie qui se 
trouve 4 lVopposé du nucléole. Au stade circulant le plus 
avancé, celui-ci apparait comme une masse plus ou moins 
réniforme ou un cercle de chromatine placé au-dessus ou dans 
la vacuole. 

A partir de ce moment, la parasite se fixe dans les fins capil- 
laires ot il est retenu par la faculté d’agglutination a la paroi 
et entre eux que possédent les globules parasités. 

L’étude des stades ultérieurs a cependant pu étre poursuivie. 
A cet effet, ona ulilisé trois procédés : 

Le premier a consisté a retirer le parasite de la rate par 
ponction de cet organe et a permis a Beaurepaire Aragao 
d’observer la formation des gamétes (1) ; 


(1) De Beacrepane AraGio. Mem. Inst, Osw Cruz, 24, fasc. 2, 1930. 
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Le deuxiéme, par examen des organes aprés la mort, dans ce 
cas, le décés est généralement di 4 un accés comateux et les 
parasites se trouvent tous au méme stade de division ou de 


prédivision ; 


Le troisisme résulte de la culture du parasite, d’aprés la - 


méthode de Bass (1) [Bass et Johns (2), J. G. Thomson et Mac 
Lellan (3), Lavinder (4), J. G. Thomson et D. Thomson (5), 
Sergent (Edm. et Et.), Beguet et Plantier (6), Pitschugin (7), 
Row (8), Joff (9)]. 

Exceptionnellement, un certain nombre d’observateurs ont 
rencontré dans le sang circulant certains stades du développe- 
ment peu de P. falciparum {Maurer (10), Malcolm 
Watson A bat . der Borne (12), D. Thomson (13), Swellen- 
grebel (14), oe Garnham (15)]. 

Nous avons eu l'occasion d’examiner le sang d’un malade qui 
renfermait tous les stades de développement schizogonique et 
gamétogonique. 

Au mois d’octobre 1931, lun d’entre nous (Jolly), recueillait 
le sang d'un malade paludéen débarquant du Maroc. L’examen 
des frotlis lui semblait révéler la présence simultanée de P. fal- 
ciparum et dun P. malarie dont les formes ne lui paraissaient 
pas classiques. Ce malade a fait l objet d'une note & la Société 
de Pathologie exotique (16) dout nous croyons devoir rapporter 
ici les traits caractéristiques. 


1) Bass. Am. Journ. of Med. Ass., 57, 4 novembre 1911; Idid., 59,21 septembre 
1912; Am, Journ. of Trop. dis., février 4914. 

2) Bass et Joans. Journ. exp. med., 1° octobre 1912. 

3) J. G. Tuomson et Mac Lettan. Ann. of trop. med. and. Paras., 30 décembre 


) Lavinper. Journ. Am. med. Ass., janvier 1913. 
(5) J. G. Tuomson et D. Thomson. Ann. of trop. med. and Paras., mars 1913. 
5) 


19M 
(1) Prirscnucin. Zent, f. Bakt. orig., 1914. 

8) Row. Ind. journ. of med. Kes., janvier 1917; Ibid., 1932. 
9) Jovr, Zur Morphologie der Parasiten der Malaria Tropica. Zent. f. 
ae orig., 1930, p. 225, 

10) Maurgr, Die Malaria perniciosa. Zent. f. Bakt. orig., 1902, p. 695. 
<i) ee Watson. Journ. of trop. med. and Hyg., 1903, p. 291. 

2) V. per Borne. Arch. f. Sch. u. Trop. hyg, 190.) PelOn, 
13) D. Thomson. Ann. trop. Med. a. Hyg., 5, janvier 1911, p. 37-82. 

(14) SweLtencreset, Schizogonie der Weiblichen eametocyten von Laverania 
malarie. Zent. f. Baht. orig., A913, Prd aos 

(15) P. C. C. Gvanuam. Kenya a. East Afr. Med. Journ., 8, janvier 1931. 

(16) Guyomanc’n, Touxtec et Avatn. Bull. Soc. Path. Exrot., t. XXV, p. 307. 


(13 
( 
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. Il s'agit dun caporal d'Infanterie coloniale, agé de vingt-trois ans, qui 
.arriva le 27 octobre 1931, a Vhopilal militaire Michel Lévy, rapaltrié sanitaire 
du Maroc pour « dépression mentale, tendance & Visolement, désintérét, 
évolution possible vers la schizophrénie ». Ces troubles mentaux avaient 
débuté brutalement, le 11 aout 1931, par une phase dincohérence de langage 
et d'action pour laquelle le malade fut hospitalisé d’abord A Marrakech, puis 
a Casablanca et enfin rapatrié sur Marseille. 

A son arrivée le 27 octobre, A Marseille, le malade, isolé dans un cabanon, 
se présente dans un état de misére physiologique marqué : amaigrissement, 
teint cireux, muqueuses décolorées, ne pouyant se tenir debout. 

1 parait égaré, indifférent & ce qui se passe autour de lui; a V’interroga- 
toire, le malade se montre complétement désorienté dans le temps et dans 
Vespace; il présente, de plus, des idées délirantes dindignité, de négation 
dorganes. Le lendemain, 28 octobre, constatation d’un acces fébrile a 40°4. 

La rate, légérement palpable, déborde les fausses cotes de 5a 6 centimétres. 

La fléche de matité hépatique est de 14 centimétres. 

Un examen hématologique est pratiqué. 

Sur les frottis, on trouve de nombreux schizontes typiques de Plasmodium 
precox, un globule sur quatre est parasité; en méme temps, on découvre des 
corps en croissant non rares; mais, de plus, il existe de nombreuses rosaces 
qui firent penser a l’existence d'une infection double & Pl. precox et Pl. 
malare. 

La numération des globules rouges donne un chiffre de 1.600.000, la for- 
mule leueocytaire montre une mononucléose légére. 

Un traitement quinique intensif fut entrepris, qui fit immédiatement 
céder la fievre, el, rapidement, on assista a l’amélioration de !’élat mental du 
malade. 

Le 2 novembre, cing jours apres l’entrée du malade dans le service, alors 
que lapyrexie se maintenait, on constata une asphyxie bleue des orteils du 
malade, plus marquée au pied droit, avec abaissement de la température 
locale, sudation. La tension arlérielle prise aux deux jambes est égale des 
deux colés (Mx : 15. Mn: 7. Indice: +). L*épreuve au bain chaud montre que 
les orteils gardent une teinte bleu-violet tandis que le reste du pied prend 
une teinte écarlate. Une goulle de sang prise au niveau de la zone asphyxique 
révéle la présence d’hémalozoaires en nombre beaucoup plus grand que dans le 
sang pris & la pulpe du doigt au méme moment. 

On associe au traitement quinique des injections quolidiennes d’acétylcho- 
line. 

Le 12 novembre, le malade, complétement sorli de son hébétude, reprend 
contact avec la vie extérieure et répond trés correctement aux questions. II 
peut nous metlre au courant de sa vie passée. L’état général s’améliore 
rapidement, la splenomégalie disparait; le nombre des globules rouges 
remonte a 4.500.000, on ne trouve plus d’hématozoaires dans les frottis faits 
chaque jour. 

Seuls, les accidents asphyxiques au niveau des orteils, ont une éyolution 
moins favorable. Le 28 novembre, apparaissent des escarres au niveau du 
gros orteil droit et des 4e", 2¢, 3° et 5° orteils gauches. Les jours suivants, 
un sillon d’élimination se forme qui nécessile une désarticulation des 5 orteils 
du pied gauche et du premier orteil droit. La cicatrisation se fait par pre- 
miére intention. 

Le malade sort de ’hopital en février 1932, en bon élat de santé physique 
et mentale. ~ 
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Des frottis, prélevés le 28 octobre 1931, a 10 heures et 3 
47 heures, le lendemain & 10 heures, sont envoyés 4 l'autre 
d’entre nous qui conclut a la présence de parasiles appartenant 
tons A l’espéce P. falciparum. 

Les raisons qui justifient ce diagnostic sont les suivantes : 

4° On voit de jeunes formes annulaires en nombre tel qu’elles 
ne peuvent appartenir qu’a P. falciparum ; 

2° Il n’y a pas d’anneaux assez grands, assez pourvus de pro- 
toplasma, pour étre regardés comme des parasites de quarte; 

3° Les schizontes & demi développement sont tous en voie de 
division ; 

1° Le pigment granulaire est rassemblé partout en un ou 
deux amas. Le pigment épars généralement en balonnets, 
désigne des formes sporogoniques ; 

5° Les schizontes miirs renferment de 15a 30 mérozoites ; 

6° On trouve des gamétes en croissant. 

7° On ne rencontre aueun gaméle de quarte. 

L’occasion rare qui nous était fournie, nous a permis d obser- 
ver le développement complet du cycle du P. falciparum et 
nous croyons qu'il n’est pas inutile de reproduire avec quelques 
commentaires les figures que nous avons rencontrées. 

Liexamen a 616 fait uniquement sur frottis et nous le regret- 
tons. Les frottis ont le défaut de donner aux hématozoaires 
une forme plus élalée que celles qui se rencontrent dans la 
goutle épaisse ot le sang n’a subi aucune compression. Dans 
ce dernier cas, les parasites les plus Jeunes se montrent presque 
exclusivement sous l’aspect d'un point d’exclamation, le pro- 
toplasma représentant le corps fuselé et le nucléole le point 
basal. Kn revanche, l’étalement rend les éléments beaucoup 
plus lisibles. 

Les frottis que nous avons étudiés avec attention renfer- 
maient, comme fréquemment il arrive chez les paludéens chro- 
niques, des hématozoaires & tous les stades. 

Nous avons pu reconstituer tout je cycle de développement 
de ce parasite et nous allons en donner la description. 


CycLe asexuk. — Au stade indifférencié de trophozoites, nous 
lrouvons des anneaux se présentant accolés sur fa face ou la - 
tranche de Vhématie, sous l’aspect classique d'un fin linéament 
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protoplasmique, coupé en un point de sa circonférence par un 
grain de chromatine et entourant une vacuole claire. 

Bientot la chromatine s’étive en forme de biscuit, se partage 
en deux grains souvent unis encore parun [in filament de chroma- 
tine. Aprés s’étre écartés l’un de l'autre, ces deux grains se 
rapprochent, se rassemblent soil en une masse unique d’aspect 
réniforme, soit en se cintrant et se rejoignant des deux bouts 
pour constituer un anneau de chromatine, souvent inclus dans 
la vacuole claire ou superposé a celle-ci. Le protoplasma s’ac- 
croitet se développe en un fin réseau plus particuligrement dis- 
posé a lopposé du grain chromatique et sur le méme diamétre. 

Les mouvements amiboides du protoplasme déja manifestes, 
quand celui-ci est encore linéaire, sous forme de prolonge- 
ments en aiguille, s’accusent davantage a ce stade. Les pseudo- 
podes trapus se dirigent dans tous les sens et laissent des 
points d@impact 4 la surface du globule rouge, sous forme de 
taches de Maurer ou grains chromatéres. C’est vraisemblable- 
ment ace stade que hématozoaire s’introduit dans lhématie. 

La suite du développement schizogonique se caractérise par 
augmentation progressive du volume du parasite, la segmen- 
tation de la chromatine et la formation du pigment mélanique. 

La chromatine toujours réliculée semble s’eslomper sur les 
bords et se diffuser plus ou moins dans Je protoplasma. La 
division commence de bonne heure quand le protoplasma n'est 
encore représenté gue par un cercle réliculé. Elle se sépare en 
masses inégales plus ou moins étroitement reliées entre elles, 
jusqu'au moment voisin de la maturité ot elle est nettement 
partagée en pelils flocons qui se concentrent pour constituer la 
substance nucléaire du mérozoite. Ceux-ci sont généralement 
au nombre de 20 430, mais ils peuvent se limiter & un nombre 
beaucoup moindre puisque, dans un cas de P. falciparum ob- 
servé par l'un de nous au Sénégal, un corps a 5 mérozoites 
mirs a été rencontré dans le sang circulant. Pour Row, le 
nombre des mérozoites baisserait au fur et & mesure que les 
acces se répéteraient. Le cas que nous signalons et qui est 
celui d’un malade atteint d'une infection chronique, avec pré- 
sence permanente d’hématozoaires dans le sang, ne nous per- 
met pas de souscrire a cette opinion. 

Le pigment n’est jamais disséminé, les grains s'agglulinent 
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successivement les uns aux autres pour constituer une ou par- 
fois deux masses granuleuses. Le protoplasma n acquiert jamais 
un grand développement et reste, jusquau bout représenté 
par un fin réseau, plus serré & la périphérie du parasite et le 
long de bandes tendues entre les grains chromatiques qui se 
trouvent toujours au milieu d’une masse trés lache. 


CycLE ASEXUE EN cuLTURES. — Les figures que nous avons 
trouvées sur les frottis se superposent trés nettement avec celles 
qu'on rencontre dans les cultures et que nous allons décrire 
d’aprés les préparations de M. Chorine (1). En juillet 1932, 
grace & une subvention accordée par M. Sergent, directeur de 
l'Institut Pasteur d’Alger, M. Chorine, qui est attaché depuis 
six ans au service de Pathologie tropicale de Institut Pasteur, 
put aller en Algérie étudier le développement en cultures arti- 
ficielles des divers plasmodes. Ila briévement décrit les résul- 
tats qu'il a oblenus avec P. faletparum. Nous avons éludié ses 
préparations comparativement avec celles de Marseille. Elles ne 
renferment que des parasites du cycle asexué depuis le stade 
annulaire jusqu’a celui de division en mérozoites. L’évolution 
parait, en culture, se faire plus vite que dans le sang des ma- 
lades. Les phénoménes de division nucléaire succedent immé- 
diatement a la période annulaire et se poursuivent sans arrét, 
comme si, dans le sang du malade, il existait une substance fré- 
natrice qui manque dans la culture. En une vingtaine d’heures, 
le cycle qui demande de trente-six & quarante huit heures 
chez 'homme est déja parcoura. Mais les figures se présentent 
sous un jour identique ainsi qu’on peut s’en rendre compte 
d’aprés la planche que nous donnons avec ce mémoire. 


Cyctes sexuk. — Il nous apparait que la différenciation des 
trophozoites commence, pour Jes gamétes males, par la division 
du nucléole dans le trophozoite en 3 granules. Un ne trouve 
pas d’anneaux & 3 nucléoles dans les cultures de Chorine ou 
seul s’accomplit le cycle asexué. S’agit-il en ce cas d’une réduc- 
tion nucléaire précoce? Il arrive en effet, qu’on puisse voir, 
comme dans la figure 26, un fragment de chromatine dans le 


(1) V. Chorine, Essais de culture de P. falciparum. Bull. Soc. Path. Exol., 
t. 25; 1932) p. 953. 
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globule, & colé du parasite. Cependant, si ce phénomene se pro- 
duit, il n’est pas constant, car nous avons pu voir, au moment 
ou. le parasite s’allonge, les 3 nucléoles s’unir en file pour 
constiluer un filament chromatique unique. 

Pour les formes tres jeunes et non pigmentées, nous ne par- 
tageons pas l’opinion de Beaurepaire Aragdo (1) qui considére 
les parasites fuselés comme de jeunes macrogamétes. Nous 
pemsons qu’en raison de la grande quantité de chromatine que 
ces corps renferment, ils doivent plutdt étre regardés comme 
de jeunes gametes males. 

Le gaméte femelle, 4 notre avis, reste arrondi. Le noyau est 
situé au centre de la vacuole dont parfois on n’apercoit ce quiresle 
que comme une ligne claire encerclant la chromatine. Le pro- 
toplasma est plus développé que chez le male au méme stade. 

Chez l’un et chez l'autre, le pigment apparait sous forme de 
fragments isolés affectant la forme de batonnets trapus, noirs, 
dans le gaméte femelle, de baitonnets plus longs, ocres, plus ou 
moins foncés, chez le male. C'est justement celle disper-ion et 
laforme du pigment qui permettent de reconnaitre les jeunes 
gamétes, ainsi que l’a pour la premiére fois signalé Maurer en 
1902. 

A mesure que le corps grandil, la chromatine se concentre 
sur un bord dans le gaméte femelle qui posséde une masse 
protoplasmique considérable et bien colorée comme les gaméles 
femelles de P. vivax ou malariv. 

Chez le male, la chromatine s’aJlonge en bitonnets réunis 
dans le centre ou dans un des hémisphéres. Elle est plus 
concentrée que dans le gaméte femelle et parfois rappelle, par 
cette disposition, celle de chromosomes en division. 

Avant la maturité, les gamétes sont arrondis, le protoplasme 
pale chez le male, assez coloré en bleu chez la femelle. Ils 
noccupent pas tout le globule qu’on distingue encore nette- 
ment sur une partie de son étendue. On voit parfois, autour du 
parasite dans I'hémalie, des granulations chromaliques qui 
pourraient résulter d'une épuration nucléaire. 

Un peu plus tard, les corps sexués deviennent ovalaires, la 
chromatine se rassemble vers le centre. Dans notre cas, sans 


(1) Loc. cit. 
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surcoloration, toute la masse des gamétes males ou femelles 
prend une coloration rosée plus marquée sur les bords, soit 
que la réaction du milieu se soit modifiée, soit que la chroma- 
tine ait diffusé dans le protoplasme. Un certain nombre de 
gamétes portent cette collerette qui a été signalée et figurée par 
Billet (1). 

J.G. Thomsonet A. Robertson (2) voient dans cetle collerette 
la premiére manifestalion d’une capsule ou périplaste qu‘ils 
croient meltre en évidence par les hernies protoplasmiques 
résultant de l’écrasement d'un gaméte. A cette interprétation, 
on pourrait en substituer facilement d’autres comme celles 
d'une densité du protoplasme gamétique plus élevée que celle 
du globule rouge et celle de deux protoplasmas non miscibles. 

les batonnets pigmentaires recouvrent plus ou moins le 
noyau chez la femelle et se rassemblent aux deux extrémités 
chez le male. Le gaméte est mir. Le globule n’est plus marqué 
que par une ligne qui sous-tend l’arc des corps qui ont pris la 
forme en croissant. 

CONCLUSIONS. 


Bien que le phénoméne soit d’une extréme rareté, il arrive 
parfois, dans les cas chroniques d‘infection a P. falciparum, 
que tous Jes stades du cycle évolutif du parasite se trouvent 
répandus dans la circulation et peuvent, si l’on n’est pas pré- 
venu, en imposer pour une infection double. 


EXPLICATION DE LA PLANCHE 


, Trophozoite (anneau & un seul nucléole) 

, Trophozoite (anneau a nucléole étiré). 

, Jeune schizonte A chromatine rassemblée. 

, Jeune schizonte a chromatine se divisant. 

5, La vacuole nucléaire a disparu, la chromatine accrue se divise. 
6, Méme stade avec grains chromatéres (grains de Maurer), pigment. 
7-8, Chromatine diffuse; amas pigmentaires 

9, La chromatine se concréte en réseau. 

40-14, La chromatine s'est rassemblée en amas indépendants. 

12, La chromatine est amassée d'une facon plus compacte. 

13-44, Deux stades voisins de la maturité. 


on 


> 


(1) A. Bitier, in Gitserr et Wernpere, Trailé du sang. 1913. Masson, édileur. 


(2) S. G. Thomson et Axprew Ropentson, Trans, Rey. Soc. Trop. mod., juin 
4935. 
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15-16, Mérozoites murs, en 16, préls pour la séparation. 

47, Trophozoile de culture. 

18, Chromatine en voie de division. 

19-20, Chromatine divisée s’estompant sur les hords. 

21-22, Deux stades voisins de la maturité. 

23, Mérozoites presque murs. 

24, Mérozoites murs. 

25, Un anneau a trois nucléoles, dont un semble en voie d'expulsion. 

26, Un anneau dont un des nucléoles serait peut-étre représenlé par le frag- 
ment chromatique situé dans le globule, bors du parasite. 

27-28, Chromatine en trois nucléoles s’unissant manifestement. 

29, Un jeune gaméte male. 

30, Gaméte male avec chromatine abondante et pigment en batonnets. 

31, Chromatine disposée circulairement avec pigment central. 

32, Pigment en batoanets se détachant sur une masse de chromaltine fila- 
menteuse. 

33-34, Chromatine rassembléeen un point de la périphérie, pigment. 

35, Gaméte male ovalaire, chromatine filamenteuse. 

36, Microgamétocyte mur. 

37, Anneau a chromaline centrale. 

38, Chromatine disposée autour du protoplasme, pas de vacuole. 

39-40, Macrogamétes jeunes. 

41-42, Macrogamétes avec pigment abondant. 

43-44-45-46, Le globule a disparu. Macrogamétes en fin de développement. 

47, Macrogaméte mur. 


INFECTION LEPREUSE DES RATS 
PAR LA VOIE OCULAIRE 


par E. MARCHOUX, V. CHORINE et D. KOECHLIN 


Si nous en jugeons par les indications que nous fournit 
lobservation de contamination accidentelle publiée par l'un de 
nous (1) et par ce que nous enseigne notre étude de-la lépre 
du rat, il nous est permis de penser que le bacille spécifique 
reste cantonné pendant un certain temps dans le voisinage du 
point d’inoculation. Il en faudrait done inférer que la situalion 
des infections initiales décéle la porte d’entrée. C’est ainsi que 
dans les pays ot: la mére porte son enfant sur le bras, les pre- 
miers stigmates d’infection de celui-ci apparaissent souvent aux 
fesses ou a la partie postérieure des cuisses. 

La face est, sans contredit, une des régions qui est le plus 
fréquemment signalée comme la premiére atteinle, Petersen (2), 
Jeanselme (3), Rodriguez (4), Cognacq et Mougeot (5), etc., 
Jeanselme et Laurens (6), Sticker (7), ont signalé en 1897 
linfection fréquente de la piluitaire comme premier symptome 
de la Jépre. Falcdo (8) et Kitasato (9) ont vérifié, chez un cer- 
tain nombre de malades qu’ils ont suivis, la présence de cette 
lésion primitive de la muqueuse du nez. 

On pouvait admettre que cette primo-infection reconntt 
pour origine le passage de quelques bacilles de Hansen par le 
canal lacrymal. Devant Vimpossibilité de vérifier la réalité de 
cette hypothése en raison de l’impossibilité d'inoculer le bacille 
de la lépre aux animaux, nous avons pensé qu'une expérience 


Mancnoux. Intern. Journ. of Leprosy, t. 2, n° 2, 1934, p. 4. 
Petersen (O). Lepra Konf., Berlin, t. 3, octobre 1897, p. 342. 
Jeansetmn. La Lépre, Doin, édit., Paris, 1934. 

Ropricusz cité par Jeansetme, p. 248. 


1) 
(2) 
(3) 
) 
) Coonacg et Movcgor. Lepra, t. 3, 1900, p. 214. 
) 
) 
) 
) 


4 
(5 
5) JeEANseLME et Launens, Soc. méd. Hép., 23 juillet 1897. 
Sricker. Munch. Med. Woch., n°’ 39-40, 4897. 

Fatcao, Il* Conférence de la Lépre, \. 3, p. 98, Bergen 190°. 
9) Krrasato, IIe Conférence de la Lépre, t. 2, p. 148. 
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sur les rats avee le bacille de Siéfansky pouvait nous apporter 
quelques éclaircissements. 

A cet effet, nous avions chargé le médecin capitaine des 
troupes coloniales Berny de déposer une goutte de virus dans |'eil 
d'un certain nombre de rats. Cette petite opération a été faite 
par ses soins avant qu'il ne s’embarque pour la Guyane. Sur- 
veillés aprés son départ, tous ces animaux ont conlracté une 
infection manifeste. Ce point acquis, il convenait de recher- 
cher le mode de pénétration, dans l’organisme du rat, du virus 
introduit par cetle voie. 

Pour permettre de bien comprendre l'exposé que nous allons 
faire, il est nécessaire d’entrer dans quelques détails sur la 
structure anatomique de la région oculaire qui différe de celle 
de ‘homme par une constitution de la muqueuse spéciale au 
rat. 

PARTICULARITES DE LA STRUCTURE 
DES PARTIES MOLLES DE L'ORBITE EV DE LA PITUITAIRE DU RAT. 


Notre intenliou n'est nullement de donner ici une description 
anatomique complete de |’wil du rat. Nous n’en préciserons 
que les quelques détails qui jouent un rédle dans les processus 
que nous nous sommes proposé d’étudier. Nous ne nous occu- 
perons gue des paupiéres et de leurs glandes annexes, que de 
la conjonelive, des canaux qui y débouchent on en partent, et 
de la pituitaire. Les paupiéres, sans cartilages, sont formées 
d’un stratus musculaire bordé par un tissu conjonclit assez 
serré dans lequel siégent des bulbes pileux et des glandes de 
Meibomius. La conjonctive palpébrale posséde un épithélium a 
plusieurs assises de cellules. La (roisiéme paupiere, pourvue 
d'une mince lame cartilagineuse, épouse le contour du globe 
oculaire et forme un repli & bord concave en dehors. Elle est 
revétue d'un épithélium malpighien dont le nombre des assises 
diminue du bord jusqu’a la base. Le tissu conjonctif sous- 
muqueux, semblable & celui des deux autres paupiéres, ne 
contient pas de glandes. 

La glande de Herder, grosse glande en grappe, qui entoure le 
elobe oculaire sur trois de ses faces, est constituée de deux 
parlies inégales. Celle qui se trouve en dedans eten arriere du 
lobe, formant presque la totalité de la glande, se teint faible- 
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ment par les colorants basiques, Vautre, qui est en dehors, 
prend une teinte plus foncée sous l’action des mémes colorants. 
Le canal excréteur unique débouche a la base de la troisiéme 
paupiére dans le pli qui la sépare du bord interne de Vorbite. 

Le canal lacrymal souvre sur la muqueuse de la paroi 
interne de l'orbite de I’wil au niveau et en face du tiers 
supérieur de la troisitme paupiére. Le canal, trés court, de 
{ a 2 millimétres de longueur, conduit dans le sac lacrymal. 

Les lymphatiques de Vail. A union du canal et de la glande 
de Herder, ordinairement juxtaposé au coté interne de ce canal, 
se trouve un petit follicule de tissu lymphoide qui est le seul 
qu'on trouve dans Vorbite. Sur notre figure, il apparait en 114 
tres hypertrophié par l’infection. Les vaisseaux lymphatiques 
de l'ceil et de la pituitaire se rendent aux ganglions sous- 
maxillaires et aux ganglions cervicaux: Les premiers forment 
une chaine sous-cutanée qui va d’un angle & l’autre du maxil- 
laire inférieur, d’une parotide a l’autre, sur Je plan desquelles 
ils se trouvent. Celte chaine repose sur les glandes sous- 
maxillaires qui affectent une forme triangulaire et siégent sur 
le plan immédiatement ptus profond. Les ganglions qui la com- 
posent, au nombre de 4 a 6 et méme 8, sont d’inégal volume. 
Plus en arrivre et plus profondément au voisinage et le long 
des vaisseaux, se trouvent représentés, par une courte chaine, 
les ganglions cervicaux. 

La pituitaire n’est quune muqueuse adhérente au plan 
osseux ou cartilagineux sur lequel elle repose. Elle ne renferme 
pas de tissu lymphoide et, en ceci, elle différe considérablement 
de la pituitaire de Vhomme qui, au contraire, est parsemée de 
follicules lymphoides. 


Ss 
Des BACILLES DE StiFANSKY 
DEPOSES SUR LA CONJONCTIVE NON LESEE 
PENETRENT DANS L’ORGANISME. 


Le 15 décembre 1933, nous retirons d’un rat inoculé cing 
mois auparayant, un léprome que nous broyons finement au 
broyeur Borrel & paniers, et suspendons en eau physiologique. 
Qn dépose une goutte de celte émulsion tres riche en bacilles 
acido-résistants sur la conjonctive de quatre jeunes rats. 
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Un de ces rats, mort un mois apres avoir élé infecté, ne pré- 
sente aucune lésion microscopique ou macroscopique de lwil 
droit, ni des tissus environnants. Les frottis faits avec Jes 
tissus des paupiéres, avec celui de la glande de Ilerder et 
avec Je tissu conjonctif sous-culané, ne renferment aucun 
bacille acido-résistant. 

Le 13 novembre 1934, une année apres Vinfection, deux de 
ces rats sont sacrifiés. Ils ne présentent aucune trace appa- 
rente de lépre, sauf peut-étre un léger épaississement de la 
paupiére de !l’ceil droit. Un dentre eux a perdu l’eil gauche 
par fonte purulente. Les résultats d’autopsie sont sensiblement 
identiques pour ces deux rats et nous les résumons ci-dessous. 
Les frotlis fails par écrasement sur Jame d'un fragment des 
paupiéres de lil droit et des débris tissulaires qui restent 
dans lorbite aprés extirpation de lei], sont trés riches en 
hacilles acido-résistants; on en trouve plusieurs centaines par 
champ. Un froltis de la pituitaire révéle aussi l’existence de 
nombreux bacilles. 

L’abondance extréme des germes dans les lésions lépreuses 
est telle qu’on peut se demander si les fragments ne se sont pas 
souillés les uns les autres au moment de la préparation du 
frottis et si les Iésions réelles ne sont pas beaucoup plus cir- 
conscriles. Pour nous renseigner exactement, nous relirons 
Voeil droit de ces deux rats, avec les paupieres, la glande de 
Ilerder et les tissus environnants, nous les fixons dans l’alcool 
formolé (1) et en faisons linclusion a la celloidine, de méme 
que la pituitaire. 

Sur la coupe, un peu schématique, que nous représentons, 
on conslate que le globe oculiire est intact, on ne trouve pas 
de bacilles dans la muqueuse, ni oculaire, ni palpébrale. La 
glande de Herder et la pituitaire sont exemptes de bacilles. 
Seul, Je petit follicule lymphatique de langle interne de lail 
est hypertrophié et transformé en léprome. 

De la, infection se propage par le systeme lymphatique aux 
ganglions sous-maxillaires et cervicaux. Les premiers forment 
ine masse qui atleint le volume dun gros haricot. Ils sont 
hourrés de bacilles de Stéfansky. Quelques rares bacilles se 


(1) Henneguy. (nalomie miscro copigue. Doin 1896, p. 65. 
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rencontrent sur les frottis faits avec les ganglions axillaires 
droits et gauches chez un de ces rats; chez Pautre, ceux-ci sont 
indemnes de toute infection. 

On sacrifie le dernier rat le 22 mars 1935, plus de seize mois 
apres l’infeclion, sans aucune lésion apparente de Jépre. A 
l'autopsie et & l'étude des coupes, on constate sensiblement les 
mémes lésions que chez les rats précédents, mais ici la glande 
de Herder apparait complétement dégénérée et infiltrée d’histio- 
cytes chargés de bacilles. Le follicule lymphoide de l’angle 
interne de l’wil a pris du volume. Les frottis des ganglions du 
cou se montrent riches en germes, ainsi que le ganglion axil- 
laire droit. Tous les autres ganglions : axillaire gauche, ingui- 
naux, trachéo-bronchiques, sont indemnes. Foie et rate nor- 
maux, pituitaire intacte. 

En résumé, la pénétration des microbes dans l’organisme 
peut se faire par la muqueuse oculaire. Le passage des microbes 
ne se marque par aucune lésion. L'il lui-méme nest pas 
toucké; les germes sé localisent premiérement dans le tissu 
lymphoide de l’angle interne et envahissent lorganisme en se 
propageant par voie lymphatique. 


MobDE DE PENETRATION DES BACILLES DE STEFANSKY 
AU TRAVERS DE LA MUQUEUSE. 


Le bacille de la lépre du rat élant immobile, nous avons voulu 
étudier le mécanisme qui l’entraine au-dela de la muqueuse. 

Si l'on examine l’@il normal en coupes, on trouve sur 
la muqueuse un certain nombre de leucocytes surtout abon- 
dants dans les plis conjonctivaux. Ces cellules viennent de 
Vintérieur par diapédése a travers |’épithélium. Le passage 
s'elfectue principalement par la muqueuse palpébrale de l’angle 
interne de l’ceil, dans le pli externe et surtout interne de la 
troisiéme paupiére, ainsi qu’a travers la paroi du canal et du 
sac lacrymal. Sur les coupes, on apercoit quelques cellules 
lymphatiques dans lépaisseur de l’épithélium. Si l’eil est 
irrité, la diapédése devient plus intense. Les cellules blanches 
linissent par sortir des tissus et s’éliminent avec la secrétion 
lacrymale. Sur les coupes, on en retrouve en quantilé plus ou 
moins grande suivant l'état de l’cil. 
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Nous avons recommencé nos expériences en déposant une 
petite goutte d’émulsion de bacille de Stéfansky dans l'eil, 
comme dans les expériences antérieures. Les tissus de l’wil 
environnant le globe, retirés vingt-quatre & quarante-huit 
heures plus tard et fixés au liquide de Duboscq-Brasil sont 
inclus a la paraffine. On en pratique des coupes en série. Mais 
comme la plupart des germes sont rapidement entrainés par la 
sécrétion lacrymale, on n’en trouve que quelques rares, un ou 
deux par coupe, collés a la paroi muqueuse. 

Pour faciliter observation, nous ayons essayé de retenir, 
pendant un certain temps, au contact de Ja muqueuse, le plus 
grand nombre de microbes possible. Apres quelques recherches 
nous nous sommes arrétés a la technique suivante : 

On fixe les paupiéres & la peau voisine, de facon & main- 
tenir Pail constamment ouvert. Un fil introduit trés superfi- 
ciellement, sans {raverser totalement la paupiére pour ne pas 
blesser la muqueuse, s’atlache, pour la paupiére inférieure, a 
la peau de la joue, et 4 la peau du crane pour la paupiére supé- 
rieure. Un minuscule tampon de colon hydrophile imbibé 
d’émulsion bacillaire est appliqué sur l’ceil et fixé par une 
compresse dont les bords sont collés au collodion sur la peau 
enviroonante. On maintient ce pansement pendant vingt- 
quatre heures, puis on extirpe lil avec les paupiéres, immé- 
diatement pour certains animaux, pour d’autres vingt-quatre 
heures plus tard. Nous fixons les tissus au mélange de Duboseq- 
Brasil; aprés enlévement du cristallin, nous procédons a 
Pinclusion dans la paraffine, et nous pratiquons des coupes en 
Serie. 

Dans les coupes des fragments de vingt-quatre heures, nous 
retrouvons sur la muqueuse des bacilles souvent phagocytés, 
en tout cas accompagnés de nombreux leucocytes. En étudiant 
davantage aussi bien les coupes des tissus de vingt-quatre que 
de quarante-huit heures aprés l’infection, nous avons constaté 
dans l’épaisseur de l’épithélium des paupiéres, du canal et du 
sac lacrymal, la présence de quelques rares leucocytes porteurs 
de bacilles — observation qui semble indiquer que la migration 
des cellules blanches peut s’accomplir dans les deux sens. Le 
petit nombre de germes rencontrés nous indique que le passage 
de lintérieur 4 l’extérieur prédomine de beaucoup sur le dépla- 
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cementinverse. Mais la réalité de celui-ci nous est démontrée 
par la présence de leucocytes chargés de germes immobiles 
dans l’intimité de l’épithétium. D/ailleurs, il est possible de 
suivre le trajet parcouru par ces cellules infectées. Les figures 
qui accompagnent ce travail en indiquent quelques étapes. 
Les germes ainsi portés dans la profondeur des tissus gagnent 
les tissus lymphoides environnants dans lesquels ils se multi- 
plient, et de la, par la voie lymphatique, les ganglions du cou. 


DiscussiON DES RESULTATS. 


CompARAISON AVEC L'INFECTION TUBERCULEUSE. — Calmelte, en 
déposant une goutle d'un liquide chargé de bacilles de toch sur 
la conjonctive des cobayes, a vu que les animaux se tuber- 
culisent réguligrement. Les premiers signes de l’infection se 
manifestent par lhypertrophie des ganglions ]ymphatiques du 
cou, avant qu'elle ne se généralise & tout l’organisme. L’eil, 
comme dans nos expériences, n'est pas touché. La diflérence 
la plus frappante entre les expériences de Calmette et les ndtres 
résident dans ce fait, que la lépre du rat envahit avant tout le 
follicule lymphoide qui existe dans langle interne de l’e@il et 
ne se trouve ni chez le cobaye, ni chez le lapin. 


CoMPARAISON AVEC LA LEPRE HUMAINE. — Chez Vhomme, le 
systéme lymphatique de la téle est beaucoup plus développé 
que chez le rat. D'aprés Prenant et Bouin (1) si on ne ren- 
contre pas de véritables fullicules lymphatiques bien formés, 
dans les paupiéres, il existe une infiltration diffuse de cellules 
lymphoides dans le chorion palpébral. On rencontre aussi des 
amus lymphoides dans la troisieme paupiére qui n'est, chez 
Vhomme, qu'un simple repli semi-lunaire de la conjonclive. 
Mais c'est surtout la pituitaire qui, chez homme, est extré- 
mement riche en globules blancs, surtout dans la région super- 
ficielle du chorion. « Ceux-ci sont en nombre si considérable 
qwils cons'ituent une couche presque continue, la couche 
adénoide de la muqueuse pituitaire ». Il existe aussi des nodules 
lymphatiques disséminées dans les mailles du tissu conjonctif. 


(1) Prenanr el Bourn. Ilistologte, 2, Masson, édit., Paris, 1911. 
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Etant donné que la lépre est une maladie du systeme lympha- 
tique, on comprend pourquoi, chez l'homme, l'infection suit 
une évolution un peu différente de celle qu’on observe chez le 
rat ot le tissu lymphatique de la pituitaire est peu développé. 
Les bacilles déposés sur |’ceil traversent sans doute la muqueuse 
palpébrale et peuvent gagner le sourcil ou celle du canal 
lacrymal et atteindre Ja pituitaire. C’est évidemment 1a la 
raison de l’infection si fréquente de cette muqueuse sur laquelle 
se développent de petits lépromes et se forment de pelils ulcéres 
d’ot: s’6chappent les bacilles que l’on rencontre dans le mucus 
nasal. Aprés s’étre introduite par cette porte d’entrée, l’infec- 
tion peut s’étendre & toute la face. 

Babés considére le panus lépreux comme une preuve du pas- 
sage des germes & travers la conjonctive bulbaire. Sur le rat, 
nous trouvons parfois des lésions oculaires analogues, et cette 
complication survient toujours chez des animaux infectés, de 
nimporte quelle maniére, mais depuis un temps tres long. 

Le passage par la muqueuse palpébrale n’atteint pas primi- 
tivement le globe oculaire, mais les organes |ymphoides, pour 
s étendre ensuite au systéme réticulo-endothélial. 

Il est évident que si toujours le processus de contamination 
suivait la marche que nous avons indiquée, la prophylaxie de 
la maladie se trouverait singulitrement facilitée. Mais il n’en 
est pas de méme. La pituitaire, quand il existe des lésions de la 
face, est loujours malade, mais, au lieu d’étre primitivement 
atteinte, elle ne lest que secondairement si une porte d’entrée 
ouverle, en un point quelconque du visage, livre passage a 
un bacille déposé par des mains souiilées ou par tout aulre 
contact. 


CONCLUSIONS. 


Il résulte de nos expériences que : 

4° Il est possible dinfecter les rats en déposant sur la 
conjonclive une goutte d’émulsion riche en bacilles de Stéfansky ; 

2° Le passage de germes dans l'intimité des lissus se fait 
par Vintermédiaire de leucocytes qui, par diapédése. sont 
atlirés jusqu’au bord au moins de la muqueuse, et se retirent 
ensuite entre les cellules avec les bacilles dont ils sont chargés; 

3° Il ne se forme pas de chancre d’inoculation au puint ot 
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les bacilles pénétrent dans les tissus. Aucune modification 
histologique n’en marque le passage; 

4° Linfection par voie lymphatique se localise d’abord dans 
le petit follicule qui siége dans le tissu palpébral de langle 
interne de l’cil, et, de la, gagne progressivement les ganglions 
superficiels pour s’étendre enfin & tout le systeme réticulo- 
endothélial de l’organisme ; 

8° Ilest vraisemblable que chez l’homme quelques bacilles 
de Hansen déposés par les doigts ou par tout autre agent de 
transport au contact de l’wil, soient susceptibles, par voie 
lacrymale, de gagner le tissu lymphoide et la pituitaire, et d’y 
former de petits lépromes; 

6° Nos expériences indiquent que la contamination du globe 
oculaire, si fréquente chez les lépreux, n’est pas le résultat 
d’une infection primitive, mais la conséquence lointaine d'une 
eénéralisation du mal. 


LEGENDES DE LA PLANCHE 


Fie. I. 

1, Lame cartilagineuse de la troisitme paupiére; 2, Troisitme paupiere; 
3, Glande de Meibomius de la paupiére inférieure; 4, Paupiére inférieure ; 
5, Bulbe pileux; 6, Sclérotique; 7, Iris; 8, Capsule du cristallin; 9, Cris- 
tallin; 10, Procés ciliaires; 11, Glande de Herder, partie externe prenant 
fortement les colorants basiques; 12, Réline; 13, Glande de Herder, partie 
se colorant plus faiblement par les mémes colorants; 14, Muscles de l’ail; 
15, Division terminale du canal de la glande de Herder; 16, Sac lacrymal; 
17, Follicule lymphoide trés hypertrophié et transformé ici en léprome; 
les points rouges représentent les cellules chargées de bacilles acido- 
résistants; 48, Canal excréteur de la glande de Herder; 19, Sillon compris 
entre la troisitme paupiére et la paroi interne de Vorbite, dans lequel 
débouche le canal excréteur de la glande de Herder; 20, Parties molles de 
la paroi interne de ESS infiltrées fortement de cellules lymphoides; 


21, Canal lacrymal; 22, Tissus sous-cutanés, conjonctifs en vert, muscles 
en jaune. 
Fic. If — Epithélium du canal lacrymal. On voit quelques leucocytes avec 


des bacilles phagocytés. Début de la pénétration des leucocytes infectés 
dans l’épaisseur de l’épithélium. 


1, Epithélium malpighien; 2, Tissu conjonctif. 


Fic Ill, — Kpithélium de la paroi interne de Vorbite, dans la profondeur 
du sillon compris entre la lroisitme paupiére et le bord interne de l’orbite. 
Dans l’épaisseur de l'épithélium, on voit un leucocyte porteur d’un bacille 
a résistant. 

, Tissu conjonctif; 2, Epithélium; 3, Bord libre de l’épithélium recou-. 
ee de sérosité dans laquelle sont emprisonnés un polynucléaire et deux 
bacilles acido-résistants libres. 


PURIFICATION DU BACTERIOPHAGE 
PAR ELECTROPHORESE: 
SON UTILISATION THERAPEUTIQUE, 


par Lours MARMIER et Victor GRYSEZ. 


(Institut Pasteur de Lille.) 


Partant d'une culture microbienne lysée par un bactério- 
phage, nous avons essayé d’obtenir ce principe lysant pur, ou 
tout au moins, assez pauvre en matiéres proléiques pour qu’on 
puisse l’injecter dans les veines sans provoquer de choc. 

Les suspensions de baclériophage, utilisées en thérapeutique, 
sont d’ordinaire des cultures de microbes, en bouillon ou en eau 
peptonée, lysées, puis fillrées. Outre le principe lysant, elles ren- 
ferment les produits de désintégration, d’excréltion du microbe, 
des toxines, parfois aussi, suivant d'Hérelle, des antitoxines pou- 
vant devenir génératrices d’antiphylaxie ; elles contiennent aussi 
les substances plus ou moins modifiées des milieux de cullure. 

Ces suspensions de bactériophage ont d’abord 616 employées 
en ingestion ou en inoculation suus-cutanée. On a eu ainsi des 
succes et des échecs. Ceux-ci ont été attribués au fait que, par 
son mode d introduction dans lorganisme, le principe lysant 
n’entre pas d'une facon assez rapide et assez massive au contact 
de la bactérie palhogéne. 

Pour faciliter cetle aclion, Marcuse (4) d’abord, puis Combe- 
male et Breton (2) employérent, pour le traitement de la fievre 
typhoide, les suspensions complexes de bactériophage en injec- 
tions intraveineuses. Cette technique fut également! employée par 
Gratia (3) dans le traitement des septicémies a staphylocoques, 
et par Couvy, Lambert et Dufour, dans celui de la peste (4). 


(4) Marcuse, voir : Deulsche med. Wochenschrift, 50, 1924, p. 334. 

(2) Compemace et Baeron, Le bactériophage dans la fiévre typhoide. Bulletin 
de l Académie de Médecine, 103, 193", p. 447. 

(3) Gratra, Réaction du milieu et baclériophage. C. R. Soc. Biol., 84, 1921, 

BA ive 
a Couvy. Lampert, Durour, Le principe lyltique transmissible, dit bacté- 
riophage. du bacille d’Yersin. Ces Annales, 47, 1932; p. ‘544. 
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Si l'on a oblenu ainsi des résultats heureux, on a eu a con- 
stater également des réactions violentes, des phénoménes de 
choc, résultat de l'introduction d’albumines étrangéres dans la 
circulation sanguine. Le choc peut étre un facteur de guérison, 
mais comme il peut aussi amener des accidents trés graves, 
ilest prudent d’en éviter le risque aux malades, déja débilités. 

D’autre part, les toxines et anliloxines qu’on injecte ainsi 
dans les veines, avec le baclériophage, sont évidemment suscep- 
tibles de causer des accidents et ceci complique encore le pro- 
bléme de la fixation des doses a injecter et de leur répétition. 

Enfin, a un point de vue théorique, lors d’une guérison apres 
une telle injection, on ne sait pas si le résullat heureux est di 
au bactériophage plutot qu’au choc. 

L’emploid’un bactériophage convenablement purifié permet- 
trait d’étre renseigné a ce sujet. 

Plusieurs auteurs ont cherché a purifier les bactériophages. 
Leur but était surtout de montrer que le bactériophage était 
bien, comme le dit d'Hérelle (1), un principe ayant des pro- 
priétés indépendantes de son milieu d'origine. La preuve en 
était donnée par le fait qu'un bactériophage injecté, aprés puri- 
fication, 4 un animal, donnait naissance uniquement & des 
antiphages, alors qu’avant purification, il donnait dans les 
mémes conditions, avec des antiphages, des agglulinines et 
d'aulres anticorps bactériens. Pour ces recherches, il était inu- 
tile d’obtenir une purification telle que le liquide résultant pat 
étre injecté sans danger dans les veines de (homme. 

Lloyd Arnold et Weiss (2) ont d’abord essayé d’enlever au 
baclériophage les protéines microbiennes en les précipitant 
par du sulfate de soude a 14 p. 100. Le rendement était faible 
etils ne purent pas enlever le sulfate de soude en exces. 

Ils pensérent alors a utiliser la trypsine pour digérer les pro- 
téines microbiennes et les peptones du milieu; mais sion veut 
conserver encore du principe lysant, Vaction de la trypsine sur 
les peplones est incomplete. 

De plus, d'aprés Weiss, le bactériophage est, aprds le traite- 
ment ainsi fait, plus chargé en protéines, aulres que les pro- 

(1) D'Henetir, Le bactériophage el son comportement. Paris, Masson. 


(2) Luoyp AnnoLo et E. Weiss, Isolation of bacteriophage free from bacte- 
rial proteins. Journal of infectious diseases, 37, 1925, p. 414. 
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téines microbiennes. Aussi propose-t-il Vemploi, comme préci- 
pitant, d'un extrait lipoidique de cceur de boeuf. IL précipite 
ainsi les protéines microbiennes sans toucher au baclériophage, 
le principe obtenu ayant la méme valeur quavant la précipi- 
tation, et le produit peut étre injecté sans danger dans les 
veines du lapin. Pour obtenir ces résultats, les cultures 
doivent étre faites dans un milieu artificiel & asparagine, car 
ce procédé ne permet pas d’éliminer les peptones. 

Plusieurs biologistes [entre autres de Necker, Kabeshima, 
Gildemeister et Herzberg, Asheshov| (1) ont cherché la purifi- 
cation du bactériophage en employant des procédés analogues. 
Ces méthodes ont bien montré la possibililé d’avoir un bacté- 
riophage isolé de la majeure partie des proléines étrangéres 
qui Paccompagnent. Mais pour l’emploi thérapeutique, tous ces 
procédés donnent un produit trop dilué ou trop chargé en sels 
et peptones, ou bien ils demandent l'emploi de milieux spé- 
claux qui ne conviennent pas au développement de tous les 
germes pathogénes. 

Cherchant & délerminer la charge électrique d'un bactério~ 
phage, d'autres expérimentateurs (Kar! Koch, Krueger, Ritter 
et Smith, Krueger et Tamada, Burnet et Margot Mac Iie, 
Clifton et Madison), eurent recours & Il électrophorése, en 
employant le matériel généralement usité dans ce genre de 
recherches (2). En placant un siphon rempli de gélose entre 
Vélectrode et la suspension lytique, ils recueillaient le bacté- 
riophage dans cette gélose ot plongent les siphons. Le principe 
s'y trouvait dégagé des protéines étrangéres, mais il ne pouvait 
pas étre injecté dans les veines sans risquer de provoquer un choc. 


(1) De Necker, Absorption du bactériophage par les colloides. C. R. Soc. 
Biol., 87, 1922, p. 1247; E. Gitpvemerster et Kurt Herzserc, Ueber das d’Herel- 
lesche Phanomen. Zentralblatt fiir Bakteriologie, 1. O., 91, 1923, p. 228; 
Asursnoy, Obtention d’un bactériophage pur. C. R. Soc. Biol., 98, 1928, p. 770. 

(2) Karl Koca, Untersuchungen uber Bakteriophagenkataphorese. Zentral- 
hlalt fiir Baklerislogie Originale, 99, 1926, p. 209; A. P. Kruscer, R. C. Rirrer, 
S. P. Smirn, The electrical charge of Bacteriophage. Journal of Experimental 
Medivire, 50, 1929, p. 739; Krugcer et Tamana, Ultrafiltration studies on the 
Bacteriophage. Proceedings of the Society for experimental Biology and Medi- 
cine, 26, 1928-1929, p. 530; A. Kregcer et R. Tamapa, The preparation of rela- 
tively pure bacteriophage. The Journal of general physiology, 13, 1929, p. 145 ; 
F. M. Burnet et Marcor Mac Ki, The electrical behaviour of bacteriophages. 
The Australian journal of erperimental Biology and medical Science, 7, 1930, 
p- 199: Grirrox et Manison, Studies on the electrical charge of bacteriophage. 
Journal of bucteriology, 22, 1931, p. 255. ; 
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Ces expériences montraicat la possibilité d’entrainer, par 
l’action du courant électrijue, le principe lysant vers le pole 
posilif. Et comme nous avions pu conslater que cette action 
permelttait de faire traverser au principe lysant les parois d'une 
bougie fillrante, nous avons proposé (1), en 1931, l'emploi de 
V’électrophoré-e pour obtenir directement, en sérum physiolo- 
logique, un bactériophage purifié. 

L’appareil dont nous nous sommes servis, en 1931, a du étre 
modifié & diverses reprises dans ses détails, au fur et & mesure 
que l’expérience nous demandait des améliorations. Celui que 
nous employons actuellement comporte des tubes en H de 
20 millimétres de diamétre, des tubes en U de méme diamétre, 
des allonges cylindriques de 50 millimétres de diamétre, des 
bougies Chamberland et des tubes de caoutchouc pour relier les 
diverses parties. Aux extrémilés supérieures des tubes en H, 
on place des tubes de caoutchouc qu’on fermera 4 la pince 
aprés le remplissage de Vappareil. 

Ces divers éléments sont mis en place de la facon suivante : 

Dans le vase ot arrive le fil relié au pdle positif de la source 
d’électricité, plonge un tube en H (Eekk) relié d’'autre part par 
des tubes en U et par des tubes de caoutchouc, & un ou a plu- 
sieurs aulres tubes semblables mis en série (la figure n’en 
représenle que deux). 

Le dernier de ces tubes communique avec la partie infé- 
rieure d'une allonge cylindrique 6. A cdté de celle ci s’en 
trouve une seconde d, et ces deux allonges d et 6 commu- 
niquent entre elles par un tube en IL (YyaA) placé sur elles 
comme un siphon. A est fermé par une bougie 6. 

L’allonge d communique, d’autre part, par sa partie infé- 
rieure, avec une allonge semblable / ot plonge une bougie F - 
fermant un tube en Il (JfmzZ) dont la branche zZ est placée 
dans une quatriéme allonge C. Cette derniére peut étre suivie 
une série plus ou moins grande de tubes, comme du cdté du 
pole positif, et on arrive finalement au pole négalif de la 
source d’électricité. 

Outre les deux bougies principales, indiquées ci-dessus, qui 
vont nous servir: l'une F de Lougie filtrante et Vantre o de 


(1) L. Marmier et V. Grysrz, Nouvelle préparstion par anaphorese d'un 
bactériophage purifié. C. R. Soc. Biol., 407, 4931, p. 317. 
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bougie d’arrét pour le bactériophage, nous avons placé dans 
Vappareil quatre autres bougies pour éviter, autant que pos- 
sible, la diffusion des liquides; elles servent, en outre, de 
résistances électriques, nécessaires au bon résultat des expé- 
riences. Ces quatre bougies secondaires sont placées : l'une 7, 
a lextrémilé Z du tube MmzZ; la seconde B, & Vextrémité Y du 
tube YyaA, les autres S et V, aux extrémités des tubes plon- 
geant dans les vases ot on met les fils positif et négatif 
d’amenée du courant. 

L’appareil étant ainsi constitué, on enloure, au niveau ov 


cEeBIA2 
eh 

5 V 

N 
P 


Fig. 1. 


ils pénétrent respectivement dans les allonges d et /, les tubes 
aA et mM d'une bande de colon cardé qui fait joint. De cette 
facon, toute la partie de l'appareil qui regoit le bactériophage, 
avant et aprés purification, peut étre stérilisée en bloc 4 l’auto- 
clave et rester stérile pendant les manipulations. 

Aprés la stérilisation, le bactériophage est mis dans le tube 
FMmzZT fermé par deux bougies, les tubes de caoutchouc 
silués aux parties supérieures du tube en H sont ensuile fermés 
par des pinces, comme nous l’avons dit plus haut. 

Dans les deux allonges communicantes, / et d, on met de 
eau salée physiologique & 8,5 p. 1.000, dans laquelle pourra 
diffuser le principe lysant. 

Le tube YyaA, terminé de méme par deux bougies, est aussi 
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rempli d’eau salée physiologique ; aprés quoi, on en ferme les 
parties supérieures. 

Le reste de l’appareil contient de l’eau, plus ou moins salée, 
suivant les besoins. 

Tout étant préparé de cetle fagon, les niveaux libres des 
liquides, dans les vases et allonges P, 6, d, 7, c, N, sont placés 
sur le méme plan horizontal. 

Dans ces conditions, nous nous sommes assurés & maintes 
reprises, dans des expériences ayant duré dix-huit heures que, 
sans courant électrique, le bactériophage ne traversait pas les 
bougies F et T. 

Nous avons fait aussi l’expérience en mettant le bactério- 
phage a l’extérieur de la bougie et, dans celle-ci, une émulsion 
salée des microbes pour lesquels le phage est actif; on équilibre 
les niveaux. On constate qu’en trente-six heures, sans élec- 
tricité, le phage ne passe pas dans la bougie. 

Par contre, il suffit de faire passer un courant électrique 
dintensité convenable, pendant un cerlain temps, pour voir le 
bactériophage, se dirigeant vers le pdéle positif, traverser la 
bougie Chamberland F, puis il se diffuse en fd dans l'eau salée 
physiologique, ayant un pl voisin de 7, tandis qu’on sens 
inverse il y a un léger courant du liquide se dirigeant vers le 
pole négatif. C'est peut-étre 4 ce courant que nous devons d’avoir 
trouvé quelquefois du bactériophage du colé du pdle négatif. 

Pour retrouver dans l'eau salée fd le principe lysant avec 
une valeur voisine de sa valeur originale dans le bouillon de 
préparation, il faut prendre quelques précautions. 

La premiere est d’arréter la dissémination du principe 
lysant dans l'ensemble des tubes conduisant au pole positif, 
tubes ot le liquide, par son acidilé croissante, détruirait le 
phage. Pour cela, nous avons mis dans l’allonge d une bougie 
darrét & lextrémité du tube 

Pour rendre une bougie Ariki L3 imperméable au 
bactériophage, nous l’enduisons d'une couche suffisante de 
celloidine formolée. Cette couche doit étre assez épaisse pour 
arréter le phage, mais il ne faut pas exagérer, car elle serait 
alors trop résistante pour le courant électrique et celui-ci 
produirait des phénoménes qui troubleraient l’expérience. 
Nous préparons notre celloidine formolée en étendant la 
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celloidine du commerce de 20 p. 100 d’un mélange d'une partie 
dalcool pour trois parties d’éther. A cette celloidine diluée, 
on ajoute 2 p. 100 de formol (1). 

La bougie d’arrét ainsi préparée est mise & l'intérieur d'une 
autre qui protégera la couche de celloidine et évitera au bacté- 
riophage un contact direct avec elle. Nous verrons un peu plus 
loin comment on €prouve l'efficacité de la bougie d’arrét, 

Cette premiére précaution prise, il faut s’efforcer d’avoir, a 
la fin de lexpérience, dans le liquide ot on recueille je prin- 
cipe lylique un pH voisin de 7. On y arrive par tatonnements, 
soit en allongeant, du cOté nécessaire, la série des tubes, soit 
en changeant la concentration des sels dans les liquides des 
tubes voisins des péles. 

Enfin, comme une température élevée détruit le bactério- 
phage, il importe de proportionner lintensilé du courant qu’on 
veut employer au diamétre des tubes et & la concentration en 
sels des liquides, de facon a ne pas échauffer au-dessus du point 
critique les liquides contenant le bactériophage. 

Pour apprécier la valeur des baclériophages, nous avons 
adopté une méthode analogue a celle d’Appelmans (2) : dilu- 
tion de 10 en 10 en eau peptonée, ensemencement de ces dilu- 
tions avec une goutle d'une culture microbienne de vinegt- 
quatre heures & 37¢, élalement d'une anse de chaque dilution 
sur gélose. 

Nous prenons pour limite dactivilé, ou valeur du bactério- 
phage, Ja dilution la plus grande donnant sur gélose une cul- 
ture fragmentaire, ou normale trouée de plages. 

Cette méthode, bien quimprécise, puisqu’elle donne des 
erreurs notables dans les grandes dilutions, nous a paru suffi- 
sante, étant donné que nous lemployons uniquement pour 
comparer les valeurs d'un méme bactériophage aux deux temps 
dune expérience. 

Kn opérant ainsi, tant pour l’électrophorése que pour le 
dosage du bactériophage, nous avons constalé gu’en partant 
d'un phage anti-Eberth actif, par exemple a 10~7, on pouvail 


(1) Pour la préparation de celle bougie darrét, nous nous sommes ins- 
pirés des travaux d’Asheshoy sur les membranes fillrantes : AsuEsnov, Study 
on collodion membrane filters. Journal of becteriology, 25, 1933, p. 323 el 339. 

(2) Apprimans. Dosage du baclériophage. C. R. Soc. Biol., 85, 1921, p. 1098. 
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avoir dans l’eau salée physiologique ayant conservé toute sa 
limpidité et restée incolore, un phage purifié, dans lequel nous 
n’avons pas pu déceler de peptone, ayant a trés peu pres la 
méme activité, et cela en employant des courants de 40 a 
80 milliampéres pendant trois & cing heures. 

Nous avons dit un peu plus haut comment nous transfor- 
mions une bougie filtrante en bougie darrét. 

Pour nous rendre compte de lefficacité du réle de cette hougie 
ainsi préparée, nous opérons de la fagon suivante : 

L’appareil étant monté de la fagon que nous venons d indi- 
quer, avec du bactériophage en FmzT, on fait passer le courant 
électrique pendant trois heures, aprés quoi on préléve pour 
dosage du bactériophage purifié un échantillon de l’eau salée /d. 

Puis, on substitue au tube FmzT, contenant le bactériophage 
original, un autre tube stérile identique, ne renfermant que de 
Yeau salée; on fait passer a nouveau le conrant électrique 
pendant trois heures. On procéde alors & un second dosage du 
bactériophage dans fd. 

Ces deux dosages du bactériophage dans l'eau salée fd, Pun 
aprés trois heures et l’autre aprés six heures d’expérience 
indiquent tous deux la méme valeur du_bactériophage. Or, 
comme entre la troisiéme et la sixiéme heure de l’expérience 
aucun apport nouveau de bactériophage ne pouvait parvenir a 
Peau salée, if s'easuit que la bougie darrét s'est bien opposée 
au passage du bactériophage contenu dans l’eau salée. 

L’expérience montre de plus que le passage du courant élec- 
trique pendant trois heures a laissé inlacte la valeur du bacté- 
riophage purifié. 

Nous nous sommes demandé si un phage, autre que l’anti- 
Eberth, nous donnerait dans les mémes conditions des résultats 
analogues. Si nous avons choisi le B. coli, espece bactérienne 
hétérogone comme le B. d'Eberth, c'est qu'il pouvait nous fournir 
des occasions d’emploi thérapeutique plus facilement que ne 
Pett fait, par exemple, un bacille homogéue de la dysenterie. 

Nous avons pris un B. colt lypique, isolé des urines dans un 
cas de synlrome enlérorénal. Des passages successifs exallent, 
par rapport a ce B. coli, la virulence d'un bactériophage isolé 
des selles du méme malade; on obtient rapidement, en dilution 
a 10~7, la lyse complete du B. coli par ce principe lysant. 
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Mais, en méme temps, nous constations que l'aclivilé de ce 
bactériophage avait des irrégularités : une dilution au 1/10, 
par exemple, lysait une quantité donnée de germes moins com- 
plétement qu’une dilution & 10-3, 

Des isolements répétés nous montrérent que notre souche se 
dissociait facilement en formes rough et en formes smooth et 
que notre phage était plus régulitrement actif sur les formes 
smooth que sur les rough. 

C'est sur ces formes smooth que nous avons alors entrainé le 
baclériophage. Nous avons cependant observé plusieurs fois des 
changements dans les formes dissociées du B. coli, dus peut- 
étre & des modifications du bactériophage au cours du temps; 
de 1& viendraient certaines difficullés pour le faire passer par 
électrophorése a travers une bougie. 

En etfet, quand nous avons voulu répéter sur le phage anti- 
coli les expériences qui avaient donné de bons résultats avec 
Vanti-Eberth, nous avons eu de nombreux insuccés : le phage 
anti-coli soumis au courant électrique ne traversail pas ou tra- 
versait mal, en général, les bougies Chamberland L. 3. Ces bou- 
gies sont loin d’avoir toutes la méme perméabilité. Parmi les 
échantillons que nous avons examinés, nous avons trouvé des 
vilesses de filtration variant de 1 4 6 pour les bougies longues 
et du simple au double pour les petites bougies. 

Comme les bougies les plus perméables nous donnaient les 
meilleurs résultats, nous avons été amenés a diminuer | épais- 
seur de la paroi filtrante des bougies. La perméabilité et l’épais- 
seur doivent étre suffisantes pour s opposer au passage du bac- 
tériophage en 'l’absence du courant électrique, tout en laissant 
au contraire le principe lytique traverser la bougie des l’établis- 
sement du courant. Tout serait donc comme si le phage anli- 
coli était constilué d’éléments plus volumineux, ou supporté 
par des éléments plus volumineux, que le principe Jytique 
anti-Eberth. 

Le principe lysant ainsi recueilli par électrophorése a t-il 
conservé les caractéres d'un baclériophage? 

De nombreuses expériences nous ont montré que le principe 
lysant que nous recueillions était transmissible en série et que 
son activité s’accroissait par les passages, tout comme pour le 
bactériophage normal. }’ar exemple, dix passages ont €élé faits 
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au 1/100 avec ce produit; aprés le dixitme passage, la valeur 
du bactériophage qui était 10 —* est devenue 10—*°. Le bacté- 
riophage purifié par électrophorése a donc bien conservé les 
caracléres qu'il avait avant |’électrophorése. 

La réalité de sa purification par rapport aux produits micro- 
biens peut étre démontrée par Vexpérience suivante, faite 3 
diverses reprises avec notre phage anti-Eberth. 

Nous préparons deux lapins, l'un avec le phage non purilié, 
l’autre avec le méme phage purifié. Les deux animaux ont regu 
successivement 4 cent. cubes, 6 cent. cubes, 8 cent. cubes, 
10 cent. cubes de chacun des phages, les premier, sixiéme, hui- 
tiéme et quinziéme jours. 

Les sérums de ces lapins ne contenaicent ni l'un ni l'autre 
d’antilysine avant l’expérience; tous deux agzlutinaient a 1/20 
VEberth pour lequel le phage était entrainé. 

Aprés la derniére injection, on a trouvé dans les sérums des 
deux lapins des anticorps empéchant l'action du bactériophage. 
Dans le sérum du lapin ayant recu le bactériophage brut, non 
traité, les agglutinines étaient passées de 1/20 avant! expérience 
a 1/2.000. 

Au contraire, dans le sérum du lapin ayant regu le bactério- 
phage purilié par électrophorése, le taux des agylutinines était 
resté a 1/20 aprés lexpérience. 

On peut done dire que le bactériophage que nous avons traité 
par l’électrophorése, dans les conditions indiquées plus haul, 
est privé de protéines microbiennes. 

Mais il arrive parfois que le bactériophage trailé n’est pas 
tout a fait identique & celui qui a servi a sa préparation, et 
nous avons pu observer quelquefois une modification dans son 
activité im vilro, Vactivité in vivo pouvant rester inlacte. 

A cette diminution dactivilé ne correspond pas toujours une 
diminution du nombre des éléments. Par exemple, un coliphage, 
dosé comme nous l’avons dit, était actif & 10—®, c’est-a-dire don- 
nait pour cette dilution un bouillon clair et pas de culture sur 
gélose. Apres chauffage, il donnait, pour la méme dilution, un 
bouillon trouble et sur gélose une culture en nappe. Mais cette 
culture tail trouée de plages dont le nombre montrait que la 


dilution considérée contenail la méme quantité d’éléments que 
le coliphage original. | 
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Quand on filtre le bactériophage purifié, on constate dans 
bien des cas que des suspensions actives a 10—6 par exemple 
avant la filtration ne sont actives qu’a 10-2, 10—-!, 1/2 ou 
méme 0 apres filtration. Ceci peut d’ailleurs tenir & la concen- 
tration en ions H dans les expériences ot par suite d'un réglage 
défectueux du matériel, au point de vue électrique, le pH 
indique trop d’acidité ; il suffit alors de neutraliser le liquide 
pour voir un liquide complétement! inactif reprendre une acti- 
vité compléte pour des dilutions de 10-2 et méme moindres. 

Le baclériophage purifié, chauffé aussitot obtenu, peut étre 
porté a 56° pendant quarante-cing minutes sans perdre de sa 
valeur ou en en perdant tout au plus 1/10. 

Ktant donné que le bactériophage purifié ne contient pas de 
protéines microbiennes, il était probable qu'il ne donnerait pas 
de choc si on l’injectait dans les veines. M. Pierre Combemale, 
professeur a la Faculté de Médecine de Lille, a bien voulu 
expérimenter le bactériophage & ce sujet; qu il veuille bien 
accepter tous nos remerciements pour l'aide quil nous a ainsi 
apporlée. A un typhoidique dont il venait de prendre les ten- 
sions artérielles maxima, moyenne, minima, chez qui il avait 
noté le nombre de pulsations, d’inspirations et la température, 
il a injecté 2c. c. 5 de bactériophage purifié par électrophorése, 
actifa 10—°. 

En notant les phénoménes observés vingt minutes, une 
heure, deux heures, trois heures, cing heures, sept heures 
apres linjection, M. le professeur Combemale a observé que 
chez ce malade l’injection intraveineuse ainsi faite n’avait pro- 
duit aucun changement, ni chute de pression, ni accélération 
de la respiration. 

Une injection identique, faite dans les mémes conditions aun 
homme bien portant, donna les mémes résultats. 

On peut done dire que linjection intraveineuse du bacté- 
riophage, purifié par électrophorése, ne donne lieu & aucun 
choc. 

1] était alors possible, en thérapeutique, d’éliminer V'eflet 
produit par le choc et de voir l’effet produit par le bactério- 
phage seul. Dans ce but, nous avons preparé un phage anti- 
Eberth et nous avons demandé & M. Gernez de l’expérimenter 
sur des malades. Daprés les observations ainsi failes que 
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M. Gernez a déja publiées séparément (1), sur 11 cas de fiévre 
lyphoide traités par injections intraveineuses de notre bacté- 
riophage purifié, il y en a eu 8 pour lesquels ce trattement a 
amené une chute rapide de la température et la disparition 
progressive des signes de l’infection. 

Le bactériophage anti-coli que nous avons préparé par élec- 
trophorése a été utilisé chez une malade de cinquante-cing ans 
par MM. les D" Bultiaux et Martin. Celte dame présentait des 
troubles urinaires depuis plusieurs années, urines troubles, 
vives douleurs lombaires, grand amaigrissement. L’examen 
détaillé de cette malade fait porter le diagnostic d infection vési- 
cale & départ intestinal. Tous les traitements essayés successi- 
vement, y compris un auto-vaccin préparé avec le B. colt isolé 
des urines de la malade échouent. 

En mai 1934, ses urines contenaient environ 10’ germes de 
B. colt par centimétre cube et ces B. coli étaient lysés zn vitro 
par notre bactériophage. M. le D" Buthaux fit alors 4 cette per- 
sonne une injection intraveineuse de ce bactériophage actif 
a 10—° et, lejour méme, on a une diminution nette des symp- 
tomes de cystite. Deux jours plus tard, on ne trouve plus dans 
les urines que 10° microbes par centimétre cube, sans aucun 
B. coli, onn’en a isolé que de l’entérocoque. Deux autres injec- 
tions intraveineuses de bactériophage sont encore pratiquées a 
huit jours d’intervalle; les urines sont redevenues claires, toute 
douleur a disparu ainsi que tous les symptomes de maladie. 
La numération des germes dans les urines donne successive- 
ment par centimétre cube 158.000, 320.000, 400.000 apres 
quatre mois, mais sans trace de B. coli. Cette personne a été 
revue 4 plusieurs reprises, dont une fois ces jours derniers, un 
an apres le trai'ement par notre phage et actuellement elle est 
complétement guérie. 

En terminant, nous ferons remarquer que notre bactério- 
phage, purifié par électrophorése, traverse une bougie Cham- 
berland L3 et est recueilli dans de l'eau salée (a 8,5 p. 1.000) 


(1) Grrnez el Guysez, Traitement de la fiévre typhoide par injection intra- 
veineuse de baclériophage purifié préparé par une technique nouvelle de 
cataphorese, Echo médical du Nord, 13 aout 1932; Gernez ct Barron, Contribu- 
tion au traitement des fiévres typho-paratyphiques par le principe lytique , 
transmissible (ou bactériophage) anti-Eberth préparé par électrophorese. 
Echo médical du Nord, 4 novembre 1933. 
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stérile. Cette technique permettrait donc de l’injecter dans les 
veines d’un malade, au sortir de l'appareil ayant servi & sa 
préparation. Il nous semble cependant indispensable pour la 
pratique de le répartir en ampoules. Cette manipulation pou- 
vant amener des risques de pollutions, nous avons soumis ces 
ampoules a une tyndalisation & 56° pendant trois jours consé- 
cutifs. Ce chauffage suffit & assurer la stérilisation bactériolo- 
gique sans porter atteinte, en général, a l'inlégrilé du bacté- 
riophage. 

Mais comme, parfois, ce chauffage conduit & un alfaiblisse- 
ment de la valeur de notre bactériophage (affaiblissement qui 
(ailleurs se produit également plus ou moins pour les bacté- 
riophages ordinaires suivant leurs races el leur virulence) nous 
avons adopté la technique suivante : 

Aussitot aprés la fin du traitement par électrophorése effectué 
comine nous l’'avonsdit, nous répartissons en ampoules les 9/10) 
du bactériophage purifié. 

Le dernier 1/10 est partagé en deux lots; le premier lot est 
employé a un titrage immédiat, le second lot est d’abord 
chaulfé une heure & 56°, puis titré. Si le titrage montre que le 
phage a baissé sensiblement par suite du chauffage, les 
ampoules ne sont pas conservées. 

Autrement, nous ensemencons sur gélose, chaque Jour pen- 
dant dix jours, une des ampoules conservées a I’éluve a 37¢. 
Nous n’employons le bactériophage purifié & des usages théra- 
peutiques que si ces dix ensemencemenls sont stériles. De cette 
facon, nous sommes assurés d’avoir un bactériophage purifié, 
actif et stérile. 

La méthode de préparation d'un phage purifié par électro- 
phorése que nous avons décrite nous semble répondre aux exi- 
gences quon peut formuler pour Pulilisation thérapeutique 
d’un tel produit. 


a 


L’'ACTION PATHOGENE DE 7A/CHOMOWAS FETUS 
POUR LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL 


par S. NICOLAU et A. LWOFF. 


(Service de Protistologie de (Institut Pasteur.) 


Nous avons montré (1) que 7richomonas fetus, agent de la 
pyométrile abortive des bovidés, inoculé dans le cerveau de 
divers animaux de laboraloire : singe, chien, lapin, cobaye, 
rat, souris, peut déterminer des encéphalomyélites graves, le 
plus. souvent mortelles. Nous renvoyons 4 notre premier 
mémoire pour tout ce qui concerne ! origine des souches, les 
milieux de culture, l’augmentation de la virulence pour le 
névraxe par passage de cerveau a cerveau, etc. Nous nous con- 
tenterons ici de dire quelques mots de l’évolution des symp- 
tomes et de décrire les lésions du systeme nerveux chez les 
divers animaux étudiés. 


Lavin. — Rappelons que lasymptomatologie de la maladie du 
lapin conférée par voie sous-dure-mérienne est en rapport avec 
la localisation du parasite dans le névraxe. Tant6t les animaux 
sont paralysés d’emblée, tantot ils présentent le tableau cli- 
nique de lencéphalite herpétique (mouvements de manége, 
Vanimal « bat le tambour », il se tient sur les pattes posté- 
rieures pendant quelques instants et se renverse ensuite ; sali- 
vation intense; grincement des dents), ou bien, quand les ° 
lésions sont localisées principalement au niveau des ventricules 
latéraux, les animaux meurent tardivement, du quatorziéme au 
vingt et uniéme jour, en cachexie profonde. Parfois enfin, les 
lapins guérissent, mais conservent des troubles nerveux dus 
a des lésions du névraxe. Le lapin 819 EB, présenté a la Société 
de Pathologie Exotique du 10 avril 1935, inoculé le 5 juin 1934 
avec une émulsion cérébrale (de deuxitme passage, mort au 


(1) A. Lworr et S. Nicotau. Bull. Soc. Path. Exot.,28 1935, p. 271. 
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cinquiéme jour) riche en parasites, s’étuit montré franchement 
malade le huitigme jour (flacidilé musculaire, inappétence); 
le treiziéme jour, contractures spasmodiques des muscles de 
la nuque; le quatorziéme jour, parésie nette du train postérieur. 
Les symptomes nerveux s’accentuérent par la suite et, un 
mois aprés l’inoculation, l’animal présentait des mouvements 
de manége, de l’incoordination motrice, des mouvements cho- 
réiformes de rythme et d’intensité variables. L’état général 


Fie. 14. — Lapin 820E; cerveau; f, fissure sagittale médiane ; c, parenchyme 
cortical normal; m, parenchyme cortical de l’hémisphére opposé, envahi 
par des flagellés et par des polynucléaires (animal inoculé dans le cerveau, 
mort le quatriéme jour). 


s’améliora, mais les mouvements choréiformes persistaient 
encore le 11 avril 1935, date a laquelle on le sacrifia pour 
l'étude histologique du névraxe. 

Anatomie pathologique. — L’étude histo-pathologique du 
systéme nerveux des lapins morts 4 la suite de l’inoculation 
cérébrale de Trichomonas, met en évidence des tableaux diffé- 
rents selon le nombre de jours qui sépare le moment de l’ino- 
culation de celui de la mort de |’animal. 

a) Chez les lapins morts en moins de quarante-huit keures, on 
constale une méningite aigué 4 polynucléaires et rares mono- 
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nucléaires, la présence de parasites dans les méninges 
enflammées et parfois augsi dans les ventricules. 

6) Les lapins morts entre quarante-huit heures et sept jours 
présentent une méningite conslituée par des polynucléaires et 
des mononucléaires (lymphocytes, cellules plasmatiques, macro- 
phages) ; plus le nombre de jours qui sépare la mort de l’animal 
du moment de l'inoculation est grand, plus les mononucléaires 
l‘emportent en nombre sur les polynucléaires. Dans le pro- 
cessus de méningile, qui est plus accentué vers la base de l’en- 


f 


m 


Fig, 2. — Lapin 825 E,inoculé sous la dure-mére, mort le troisiéme jour; 
écorce cérébrale; m, méninges ; parenchyme envahi par des Trichomonas; 
t, travées de flagellés; v, vaisseau entouré de parasites el de polynu- 
cléaires. 


céphale, on trouve souvent des cellules géantes. Parfois, les 
hémisphéres cérébraux sont lésés de maniére inégale: l’écorce 
du coté inoculé est profondément lésée, tandis que du cété 
opposé les lésions corticales sont presque nulles (fig. 1) ; mais 
cetle différence se limite & I’écorce seulement, les cornes 
d’Ammon et les ventricules latéraux étant d’habitude aussi 
profondément altérés d'un cdté que de l'autre. Les parasites, 
introduits sous la dure-mére, se répandent dans ie liquide 
céphalo-rachidien environnant lencéphale, pénétrent en cer- 
tains endroits dans le parenchyme cortical et déterminent des 
foyers de réaction trés étendus. Dans ces foyers, le tissu cérébral 
devient pratiquement méconnaissable: les méninges et les 
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zones sous-jacentes forment une masse ou sont mélangés des 
histiocytes plus ou moins dégénérés, des polynucléaires nor- 
maux ou pycnosés, des neurones altérés, des nombreux para- 


Fic. 3. — Lapin 820E; écorce cérébrale ; le tissu nerveux est détruit par les 
parasites qui y creusent des trous; p, polynucléaires ; t, Trichomonas ; 
(noter la céte sidérophile partant du blépharoplaste) ; v, vaisseau. 


Fic. 4. — Lapin 820 EB; cerveau; corne d'Ammon; les parasites, débordant le 


ventricule Jatéral dont les parois sont détruites, se sont infillrés a travers 
Valveus et, dans Ja corne d Ammon, se sont multipliés (cotes sidérophiles). 
La rangée externe de cellules ganglionnaires est détruite et remplacée 
par des flagellés tres nombreux, Les neurones (n), dégénérés, ont perdu 
leur affinité tinctoriale normale; présence de polynucléaires et de cellules 
géantes (9). 
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sites, des cellules géantes, des détritus et du magma informe 
(fig. 2). Les parasites s’insinuent plus profondément dans le 
parenchyme cérébral et forment des travées, ou méme, par 
endroits, des trous dans le cerveau, par un phénoméne parti- 
culier de destruction du tissu et d’histophagie (fig. 3). Par ail- 
leurs, en partant du point d’inoculation — cortical — les fla- 
gellés pénétrent parfois a travers les couches successives de 
l’écorce, traversent ensuite le centrum ovale et arrivent dans le 
ventricule latéral; ils arrivent dans ce méme espace, par une 


cere 
C-CONSTANTIN- 


Fic. 5. — Lapin 8/8E, inoculé dans le cerveau, mort le cinquitme jour; 
protubérance, limitée par un gros vaisseau entouré de polynucléaires. Dans 
le parenchyme, infiltration A rares mononucléaires, polynucléaires (p) et 
parasites (t); ~, neurone ; 2, hématies. 


autre voie encore, par le liquide céphalo-rachidien. C'est pré- 
cisément au niveau des ventricules (3° ventricule et ventricules: 
latéraux) que la pullulation des Trichomonas atteint son maxi- 
mum. Certains lapins ont, a la mort, les ventricules distendus 
et farcis d'un trés grand nombre de parasites. Dans les ventri- 
cules, ainsi que par ailleurs dans le névraxe au niveau des 
foyers d’infection & Trichomonas, les réactions de défense se 
traduisent par la présence, en plus des mononucléaires et des 
polynucléaires, de cellules géantes — vrais symplastes — qui 
ont la fonction d’englober des parasites. La figure 4 nous 
montre des allérations profondes de la corne d’Ammon: les 
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flagellés ont franchi Vadveus et ont pénétré dans la corne 
d’Ammon; la plupart des neurones y sontaltérés, et la défense 


Fie. 6. — Lapin 8/8E; moelle rachidienne ; méningite trés intense, exclusive- 
ment a mononucléaires; rares cellules en cariokinése dans les méninges 
qui renferment des monocytes, des lymphocytes, des cellules plasma- 
tigues, des cellules gliales et de rares Trichomonas. Nombreux manchons 
a mononucléaires dans la substance blanche; des vaisseaux coupés longi- 
tudinalement forment dans le parenchyme des travées épaisses de mono- 
nucléaires; e, épendyme; p, périvascularite; 2, infiltration péri-épendymaire ; 
m, méningite; ca, corne antérieure; cp, corne postérieure; r, racine nerveuse. 


[<d 


Fic. 7. — Lapin 818 E; moelle dorso-lombaire ; e, épendyme; m, processus de 
nérivascularite ; i, infiltration constituée par des Trichomonas et des cel- 
lules de réaction (le point de départ des parasites est l’épendyme). 


s organise sur place & l'aide de nombreux polynucléaires et de 
cellules géantes. Les Trichomonas paraissent avoir une prédi- 
OU 
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lection particuliére pour la substance grise du néyraxe : s'insi- 
nuant entre Jes cellules ganglionnaires de la corne d’Ammon, 
ils suivent la rangée de ces neurones et passent dans l'autre 
hémisphére cérébral par la voie tracée par cetle rangée méme. 

Les altérations histologiques s’étendent a la prolubérance 
(fig. 5) et mémea la moelle. La dispersion des parasites dans la 
moelle se fait par le liquide céphalo-rachidien qui permet, d’un 
cété, ’envahissement des méninges médullaires, d’un autre, 
lV infection de la substance grise médullaire par l’épendyme. La 
figure 6 représente la moelle d’un lapin (848 E) mort cing jonrs 


2 


Fic. 8. — Lapin 8/8 E; contenu de lépendyme dans la région dorsale de la 
moelle ; m, monocytes; c, cellules géantes; p, polynucléaires ; /, flagellés; 
i, parasite intracellulaire ; e, paroi de l’épendyme. 


apres linoculation sous-dure-mérienne de 7richomonas; les 
méninges sont fortement infiltrées (polynucléaires, mono- 
nucléaires, cellules géantes, parasites) ; dans la substance 
blanche, il y ades processus de périvascularite & cellules mono- 
nucléaires ; dans la substance grise, surtout dans la zone péri- 
épendymaire, on constate une infiltration intense du paren- 
chyme et la présence de manchons périvasculaires (fig. 7). 
Parmi les cellules d’infiltration, mono- et polynucléaires, il ya 
aussi des flagellés. Ceux-ci proviennent de l’épendyme qui 
renferme des Trichomonas & cotéd’un grand nombre de cellules 
réactionnelles [polynucléaires, cellules géantes qui phago- 
cytent les protozoaires, cellules gliales plus ou moins modi- 
fiées| (fig. 8). Les méninges médullaires, trés infiltrées, ren- 
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ferment des parasites et, & c6té de nombreuses cellules 
d’infiltration mono- et polynucléaires, des cellules géantes 


Fic. 9. — Lapin 825 E; méninges médullaires de la région dorso-lombaire ; 
t, Trichomonas; c, cellules géantes; m, mononucléaires ; p, polynucléaires. 


Fic. 10. — Lapin 20 E; méninges médullaires de la région cervicale: dessin A, 
agrandissement de la région indiquée avec la lettre i dans le dessin B. 
Dessin A : (g), cellules géantes renfermant dans le cytoplasme des restes 
de Trichomonas phagocytés (cotes sidérophiles): p, polynucléaires. Dessin B : 
e, épendyme; ¢, corne antérieure de la moelle; i, l’endroit représenté 
en A. 


(fig. 9). Dans certains cas, noyé au milieu de cellules poly- 
nucléaires, on trouve un ildt de cellules géantes renfermant des 
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parasites englobés ou des restes de flagellés phagocytés (fig. 10). 

c) Les lapins morts plus tard, de huit a vingt et un jours, 
ont des lésions tres intenses, d’aspect chronique. On voit des 
infiltrations nodulaires, massives, A cellules mononucléaires, 
et des nappes épaisses d’infiltration ayant comme point de 


Fic. 14. — Lapin 13 K, inoculé dans le cerveau, mort le vingt et uniéme jour; 


cerveau; v, troisiéme ventricule; m, magma renfermant des cellules et 


des parasites en grande partie dégénérés ; p. paroi du ventricule complé- 
tement détruite; 2, manchons périvasculaires; 7, infiltration parenchyma- 
teuse. 


départ les lésions térébrantes qui existent au niveau des ven- 
tricules latéraux et du 3° ventricule; manchons périvasculaires 
trés épais, ayant parfois l’aspect de petits nodules gommeux, 
centrés par un vaisseau. Présence de parasites, surtout dans les 
ventricules latéraux (fig. 11). 


d) Enfin, parmi les lapins qui font une maladie (encéphalo- 
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myélite) aprés l’inoculation sous-dure-mérienne de 7richomonas 
et qui échappent & la mort, comme I’animal signalé plus haut 
(lapin 818 EB, p. 654) sacrilié trés tard (trois-cent-seize jours 
aprés l’'inovulation), l’infection est stérilisée par les moyens de 
défense de l’organisme. Dans le névraxe de ce dernier animal, 
nous n’avons plus trouvé de flagellés (examen a l'état frais, 
coupes), mais seulement des lésions cicatrisées, dues a |’action 
destructive des parasites disparus. Nous avons constaté une 
perte de substance dans le parenchyme cérébral — empiétant 


Fig. 12. — Cobaye 300; inoculé dans le cerveau, mort aprés_ vingt-quatre 
heures; cerveau; contenu d'un ventricule latéral; g, cellules géantes; 
f, Trichomonas. 


sur l'alveus, sur le centrum ovale et sur une portion de l’écorce 
— comblée par du tissu conjonclif et par des cellules gliales 
(glia fibreuse, oligodendroglia et corps granulo-adipeux) ; alté- 
rations cicalricielles des parois ventriculaires ainsi que des 
lésions de |’épendyme a plusieurs niveaux de la moclle. 
Liinoculation de grandes quantités de Tr7chomunas dans les 
veines, avec ou sans lraumatisme préalable du cerveau, s est 
montrée sans résuliat, de méme que l inoculation intrapérilo- 
néale. L'inoculation dans la conjonctive oculaire produit par- 
fois des lésiuns de conjonclivile avec présence de flagellés dans 
le pus conjonctival, pendant dix a quinze jours et méme 
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davantage. Ainsi que les choses se passent dans le névraxe, 
dans la réaction de défense des sécrétions oculaires on trouve 
des cellules géantes qui englobent les parasites. Introduit dans 
la chambre antérieure de l’wil, le Trichomonas engendre des 
lésions trés intenses dans le globe oculaire, riches en parasites ; 
a la mort de l’animal (le trente-cinquiéme jour), nous avons 
trouvé des parasites dans l’encéphale. Tout porte & croire que 
le cheminement du flagellé, de l’ceil jusqu’au cerveau, s'est 


i 
S.SOns TAN tin) 


Fie. 13. — Cobaye 300; cerveau; contenu du troisiéme yentricule (coupe) ; 
c, cellules a plusieurs noyaux; g, cellule géante ; p, flagellés. 


fait par la voie lymphatique qui longe le nerf optique. Déposé 
sur la cornée scarifiée, il ne produit rien de particulier. Injecté 
sous la peau, il détermine une eschare noire, étendue, entourée - 
d'un fort adéme ; dans le liquide de cet edéme ponctionné, on 
trouve de nombreux parasites. L’eschare tombe au bout de dix 
a quinze jours et, vingt jours aprés Vinoculation, on trouve 
encore des 7T’rzchomonas, dans le pus qui suinte de dessous les 
bords de leschare tombée. 


10BAvE. — Le cobaye est aussi sensible que le lapin & l’ino- 
culation sous-dure-mérienne de Trichomonas. La mort survient 
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Fie. 14. — Cobaye 130 K, inoculé dans le ceryeau, mort le sepli¢me jour; 
troisiéme ventricule trés distendu par la multiplication excessive des para- 
sites. Présence de cellules géantes entre les parasites; manchons périvas- 
culaires dans le parenchyme. 


a 


a-Con 


BTANTI C= 


Fic. 145. — Méme cobaye; détails de la figure précédente; contenu du troisiéme 
ventricule, parasites confluents, cellules de réaction, cellules géantes. 
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parfois en vingl-quatre heures, parfois sept & quatorze jours 
aprés Vinoculation. Quelquefois, les animaux survivent. La 
symptomatologie est plus fruste que chez le lapin. L’étude his- 
tologique montre, comme chez les lapins, la présence d'une 
méningo-encéphalomyélite plus ou moins chronique, selon le 
nombre de jours écoulés entre l’inoculation et la mort de 
Vanimal. La réaction de défense au niveau des ventricules 
latéraux (fig. 12) ou du 3° ventricule (fig. 13) se fait chez le 


Pic. 16. — Souris 34/7; inoculée sous la dure-mére, morte le septiéme jour; 
ventricules tres distendus, remplis de parasites; des zones enti¢res du 
parenchyme cortical sont transformées en poches remplies de flagellés. 


cobaye, a [exemple du lapin, a l'aide de nombreuses cellules 
géantes. Les parasites arrivent parfois 4 cultiver et & former 
dans les ventricules des colonies trés riches; le développement 
des parasites provoque la distension des cavités ventriculaires 
qui doublent ou triplent de volume. La figure 14 montre 
Vinfundibulum dans un tel cas: cette formation, représentée 
normalement par une simple fente & parois lapissées de cellules 
de 1ecouvrement, acquiert dans le cas présent un volume 
impressionnant, et renferme un trés grand nombre de parasites 
(lig. 15) et quelques cellules géantes. 

La moelle des cobayes morts a la suite de la maladie conférée 
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par vole sous-dure-mérienne présente les mémes lésions que 
chez le lapin. 


Souris. — Nous avons inoculé plusieurs souris dans le cer- 
veau; la sensibilité est inégale d’animal & animal. Par deux 
fois, nous avons constaté un phénomeéne curiecux : 2 la suile de 
la multiplication excessive des parasites dans la boile cranienne, 
le cerveau exergant une pression sur les os du crane, les join- 
tures ont cédé. Une fois, nous avons vu de pariétal compléte- 


Fie. 17. — Souris 336, inoculée dans le cerveau, morte le huitiéme jour; 
ventricule latéral rempli de Trichomonas: entre les parasites, cellules poly- 
nucléaires et rares mononucléaires, ainsi qu'une cellure géante (c). En un 
point (a), la paroi du ventricule est franchie par les flagellés qui enya- 
hissent le parenchyme cérébral. 


ment déboité, le cerveau faisant hernie sous la peau, a la mort 
de Vanimal (336), le huititme jour. Une autre fois, sous la 
poussée de la masse cérébrale augmentée de volume par la 
multiplication trés intense des 7ichomonas, il s est produit une 
bosse trés évidente : l’os pariétal bombait sous la peau a la mort 
de l’animal, le septi¢me jour (souris 341). 

L’étude histologique du cerveau de ces animaux a mis en 
évidence des lésions trés intenses: des zones entiéres de 
Vencéphale étaient transformées en poches remplies de fla- 
gellés (fig. 16); les ventricules, décuplés de volume sous l’effet 
de la multiplication intense des protozoaires, renfermaient de 
vraies cultures de parasites. Le volume de l’encéphale, aug- 
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menté par ces masses importantes de Trichomonas, n’ayant plus 
de place dans la boite cranienne, celle-ci avait cédé sous la 
poussée interne, d’owi la disjonction des os craniens. Les autres 
altérations, comparables a celles décrites chez le lapin, présen- 
taient la méme caractéristique : présence de cellules géantes 
dans les foyers & Trichomonas (tig. 17). 

Chez les souris infectées avec des flagellés, par voie intra- 
abdominale, le liquide péritonéal, étudié au point de vue cyto- 


Fic. 18. — Souris inoculée dans la cayilé péritonéale; exsudat péritonéal 
prélevé le troisitme jour; cellules A un ou plusieurs noyaux et cellules 
eéantes. 


logique, montre toujours de nombreuses cellules géantes, 
facteur commun de la défense contre les Trichomonas (fig. 18). 


Rar. — Le cerveau du rat est également réceptif & Vinocu- 
lation de 7richomonas fetus. Deux rats ont été inoculés. L’un a 
été sacrifié le onziéme jour, en bon état apparent de santé: a 
examen direct, on a reconnu la présence de rares flagellés 
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dans le cerveau. Les coupes ont confirmé ce résultat. L’autre 
rat, sacrifié vingt-six jours aprés l'inoculation, ne présentait 
rien de particulier au point de vue histologique ; absence de 
parasites. Ces deux expériences montrent que le rat, quoique 
réceplif al’infection a 7richomonas conférée par voie sous-dure- 
mérienne, posséde pourtant une résistance plus grande que les 
especes animales étudiées plus haut. 


* 


a. 


Curen. — Un chien (n° 20), inoculé dans le cerveau avec une 
émulsion trés riche en parasites puisée dans le péritoine d’une 


Fic. 19. — Chien 20,inoculé dans le cerveau et mort en moins de vingt-quatre 
heures; la face juxta-corticale des méninges est lLapissée avec une nappe 
de parasites. 


souris infectée expérimentalement, est morten moins de vingt- 
quatre heures. 1] avait de nombreux parasites dans le cerveau 
et dans le liquide céphalo-rachidien (examen direct), et un fort 
edéme méningé. L’étude histologique a montré de nombreux 
parasites dans les méninges : par endroits, ceux-ci tapissaient 
en couche ininterrompue le cerveau (fig. 19). La réaction & 
polynucléaires était trés intense, mais se limitait aux méninges, 
aux septums, ainsi qu’aux ventricules, en respectant la paren- 
chyme encéphalique qui présentait, en général, un aspect 
normal; en quelques endroils seulement on trouvait dans la 
substance blanche cérébrale des manchons périvasculaires 
constitués par des polynucléaires et par des Trichomonas. 

Un autre chien (n° 23), inoculé par la méme voie, mais avec 
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une émulsion moins riche en parasites, présenta aprés vingt- 
quatre heures des tremblements et des convulsions et mourut 
aprés trois jours. Les altérations histologiques furent de beau- 
coup plus intenses et plus étendues que chez le chien 20; des 
régions entiéres de l’encéphale élaient ramollies et la matiére 
cérébrale presque liquéfiée, renfermait un tres grand nombre de 
parasites ; présence de vérilables cavités tapissées de Tricho- 
monas dans la substance blanche ; altérations trés intenses avec 


¢ 


a * 
RENN Se 


Fie. 20. — Singe, infecté par voie sous-dure-mérienne avec des Trichomonas, 
mort le sixiéme jour. Ecorce cérébrale ; paroi d’un foyer cavitaire renfer- 
mant des parasites nombreux; en bordure du parenchyme sain, on voit de 
nombreuses cellules gliales transformées en corps granulo-adipeux (Rio- 
Hortega), ensuite des mono- et des polynucléaires, et enfin des cellules 
géantes. 


présence de flagellés, de cellules géantes, de polynucléaires et 
de cellules gliales plus ou moins dégénérées, dans les ventricules 
latéraux et dans les méninges; manchons périvasculaires épais, 
a mono- et polynucléaires, dans le parenchyme. 

Since. —~ Un Macacus rhesus, de taille moyenne, inoculé 
sous la dure-mére (hémisphére gauche), avec 1c. c. 2 d’exsudat 
péritonéal dilué, provenant d’une souris riche en parasites, pré- 
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sente, trois jours plus tard, de V’inappétence, un alourdis- 
sement des mouvements el un début de parésie du bras et de 


Fie. 24. — Détails de la figure précédente ; flagellés libres ou englobés dans 
des cellules géantes ; celluies géantes dorigine leucocytaire, sans para- 
sites dans,le cytop!asme. 


© constantin 


Fre. 22. — Détails de Ja figure 20; zone de cellules gliales; corps granulo- 
adipeux géants, uninucléés (dérivés des cellules gliales), renfermant dans 

: 5” ets s » - 
le protoplasma des Trichomonas. Une cellule géante a plusieurs noyaux, 


dorigine leucocytaire. 
Annales de UInslitut Pasteur, t. 55, n° 6, 1939. 45 
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Ja main droite. Quarante-huit heures plus tard, l’animal a une 
paralysie nette du membre antérieur droit et parait fran- 
chement malade. Il meurt six jours aprés l’inoculation. Les 
altérations de son encéphale sont comparables a celles trou- 
vées chez les animaux précédents; en outre, nous trouvons 
dans l’écorce, immédiatement au-dessous du point dinocula- 
tion, une poche subsphérique d’environ 7 millimétres de dia- 


Sel 


Fic. 23, — Singe; cerveau ; petit foyer sous-méningé, renfermant des Tricho- 
monas et des ceilules polynucléaires. Processus de méningile et de péri- 
vascularite. 


métre, remplie d’un liquide crémeux provenant de la fonte du 
tissu cérébral sous l’'action des flagellés; dans ce liquide, 
l’examen direct révéle de trés nombreux parasites. L’examen 
histologique montre, dans le voisinage de cette poche, des 
foyers d’infiltration oti les parasites se mélent a des cellules 
gliales nombreuses et transformées en corps granulo-adipeux 
géants, a des cellules géantes (d'origine leucocytaire), a des 
polynucléaires, ainsi qu’a des mononucléaires d infiltration 
(fig. 20). Tous ces éléments cellulaires possédent la propriété 
de phagocyter et de digérer les flagellés; on voit des Tricho- 
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monas, par deux, trois, quatre et méme davantage, englobés 
dans ie ee ioplesite de ic méme cellule géante (fig. 21) ou dans 
le corps trés volumineux d’une méme cellule gliale transformée 
en corps granulo-adipeux (fig. 22). 

La méningite, l’infiltration des septums et des ventricules, 
ont les mémes caractéres que chez le lapin; présence de foyers 
isolés dans le parenchyme cortical (fig. 23). La protubérance 
et le bulbe montrent seulement un processus de méningite 
intense ; méme constalation au niveau de la moelle, qui pré- 


senle, en outre, de rares parasites et des cellules dé réaction 
dans Ropend ine! 


Pourr. — Nous avons inoculé des Trichomonas fatus dans le 
cerveau de deux poules : P7/ et P72. La premiére ful malade 
pendant trois jours : inappétence complete, téle basse, yeux 
fermés. Elle se remit par la suite et, le douziéme jour aprés 
Vinoculation, en parfait état de santé apparente, elle fut sacri- 
fiée pour l’étude histologique du névraxe. 

La deuxiéme poule fut encore plus malade : couchée et ne 
pouvant plus se relever, la téte en extension fléchie sur la 
nuque, elle resta dans cetle position, sans manger ni boire 
pesdant quatre jours. Le cinquiéme, elle allait mieux; le 
sixiéme jour, presque complétement remise, elle fut sacrifiée. 

L’examen du liquide céphalo-rachidien de ces deux poules, 
ainsi que celui de la substance cérébrale fraiche, ne nous a pas 
permis de déceler de flagellés. Les coupes de l’encéphale (plu- 
sieurs niveaux), du evoler du bulbe et de la moelle cervicale 
(5 niveaux Aicrents) de la poule 71, montrent des lésions 
minimes : légére méningite, quelques petils processus de péri- 
vascularite dans le cerveau, et un ventricule latéral a paroi 
lésée et infillrée ; absence de toute trace de flagellés. 

La poule 72, par contre, présente des altérations encépha- 
liques trés intenses : un hémisphére — probablement celui qui 
avait subi l’inoculation — montre des lésions étenidues, l’autre, 
seulement quelques manchons périvasculaires 4 mononucléaires 
nombreux. Dans |’hémisphére !ésé, le ventricule latéral, tres 
distendu, est farci de cellules d'infiltration, de restes de cel- 
lules détruites, de cellules géantes, d'un magma informe, des 
cellules gliales transformées en corps granulo-adipeux, et de 
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restes de parasites détruils; rares sont les flagellés qui ont 
encore une morphologie Yappelant celle d'un T72chomonas 
normal. Tout porte a croire que les parasites encore reconnais- 
sables étaient, eux aussi, morts au moment ow la poule a été 
sacrifiée. Autour de ce ventricule laléral, dont les parois sont 
également tres lésées et abondamment infiltrées, il y a une 
nappe de cejlules d'infiltration plus ou moins dégénérées, si 
bien que l'espace séparant le ventricule latéral du 3° ventricule 
est complétement comblé par ces éléments, et les deux ventri- 
cules entrent ainsi dans une méme zone d’encéphale lésé. A la 


Fig. 24. — Poule 72, inoculée dans le cerveau avec des Trichomonas et sacri- 
fice le sixitme jour (remise de sa maladie). Cerveau ; l‘hémisphére gauche 
présente de fortes alléralions ayant comme point de départ le ventricule 
noe Manchons périvasculaires dans le parenchyme des deux hémi- 
sphéres. 


partie supérieure du ventricule latéral, les altérations débor- 
dant ses limites, empiétent sur l’écorce qui est allérée ainsi de - 
bas en haut. jusquau voisinage immédiat des méninges. Les 
feuillets méningés, d’aspect normal, recouvrent sur une grande 
étendue les régions sous-jacentes altérées. Présence de man- 
chons périvasculaires dans le voisinage de la lésion principale 
décrite plus haut (fig. 24), 

Dans le bulbe et dans la moelle cervicale, nous avons trouvé 
seulement des plaq ues de méningite chronique et des processus 
de périvascularite dans la substance grise, pres de l’épendyme ; 
absence de parasiles. 
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ConcLusions. — Le lapin, le cobaye, la souris, le rat, le chien, 
le singe et la poule, sont sensibles vis a-vis du 772chomonas 
fetus inoculé par voie sous-dure-mérienne. Chez toutes ces 
espéces animales (sauf chez le rat), linfection par cetle voie 
délermine une méningo-encéphalo-myélite & marche suraigué, 
aigué ou chronique. Le parasite, qui montre une prédilection 
pour les ventricules cérébraux, a tendance a délruire la matiére 
cérébrale; dans les processus de défense que les tissus lui 
opposent, on trouve conslamment des cellules géantes. Nos 
expériences montrent le large éclectisme parasilaire du 7rzcho- 
monas fotus, et surtout, mettent en évidence le fait que des 
flagellés primitivement parasites du tube digestif, actuellement 
localisés dans les organes génilaux, possédent en potentiel un 
pouvoir pathogéne élendu pour le névraxe de beaucoup 
d’especes animales. 


a 


ROLE D'UNE BACTERIE CELLULOLYTIQUE 
DE LA PANSE, 
PLECTRIDIUM CELLULOLYTICUM, 
DANS LA DIGESTION DE LA CELLULOSE 
CHEZ LES RUMINANTS (!) 


par Jaceaves POCHON 


Le probléme de la digestion de la cellulose ne présente pas, 
dans le régne animal, de solution unique. Si, d’ailleurs, on 
regarde les choses au point de vue trés général de la dégrada- 
tion de la cellulose dans la nature, il est certain que le régne 
animal n’y concourt que fort peu et que son réle dans le grand 
« cycle de la cellulose » est infime, comparé a celui des grands 
dégradateurs que sont, dans le sol, les micro-organismes végé- 
taux : bactéries, champignons et actinomycétes. C'est par ces 
micro-organismes que le probléme du cycle de la cellulose 
rejoint, d’ailleurs, celui du cycle de l’azote, auquel il est inti- 
mement lié. 

I] n’en est pas moins vrai, cependant, qu’un grand nombre 
d’espéces animales, réparlies dans des groupes trés variés, 
sont capables de digérer la cellulose; celle-ci est méme, pour 
certaines espéces, l'aliment essentiel. 

Mais, sans tenir compte des cas ou la digestion de la cellulose 
nétant pas moins certaine, son mécanisme n’a pu, jusqu’a — 
présent, étre mis en évidence, les facteurs de cette digestion 
sont multiples et parfois associés chez le méme individu. 

Tantot il y a sécrélion d’une diastase, d’une cellulase : cer- 
tains Protozoaires, certains Mollusques (parmi les Lamelli- 
branches, les Pulmonés et les Gastéropodes), certains Insectes 
(parmi les Orthoptéres, Lépidoptéres, Hémiptéres, Coléopteres) 
surtout & l'état larvaire. 


(1) Ce mémoire est le résumé d'une thése parue en juin 1935. (Doclorat 
és Sciences, Paris.) 
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Tantot, ct c’est le cas le plus fréquent, il y a symbiose avev 
un micro-organisme. Il peut s’agir d’un micro-organisme ani- 
mal, (d’un protozoaire), ou bien d’un micro-organisme végélal : 
soit intracellulaire (symbiose d’Insectes avec certains champi- 
gnons ou certaines levures, d’ailleurs discutées quant a leur role 
dans la digestion de la cellulose), soit extra-cellulaire, et c’est 
limmense majorité des cas. Les micro-organismes végétaux 
extra-cellulaires, les bactéries, restent donc, libres ou en sym- 
biose, les grands agents de dégradation de la cellulose. 

Nous avons cherché, dans ce travail, 4 élucider le probleme 
pour un groupe bien défini du regne animal : celui ‘les Rumi- 
nants, caractérisé par la différenciation morpho-physiologique 
bien nette que constitue la panse (1). 

Le probléme qui se posait était tout d’abord de déterminer 
les facteurs de dégradation de la cellulose et ensuite le mode 
d’ulilisation de celle-ci comme source énergétique. Il avait été, 
en effet, démontré, depuis 1855, que les Ruminants digérent 
la cellulose (par dosage comparé de celle-ci dans les ingesta et 
dans les excreta), 4 des taux variant de 30 p. 100 4 100 p. 100, 
suivant l'état de la cellulose (plantes jeunes, trés digestibles ; 
plantes vieilles, incrustées de matiéres lignifiantes, peu diges- 


tibles). 


1. — Facteurs de dégradation de la cellulose 
dans le tube digestif. 


Le fait de la digestibilité de la cellulose étant acquis, il 
s'agissait de déterminer les facteurs de cette digestion. 

Il semblait logique, a priort, de penser que, de méme que 
pour la digestion de l’amidon, une diastase était sécrétée, une 
cellulase, hydrolysant la cellulose. Mais toutes les expériences 
cherchant & mettre en évidence une pareille cellulase en un 
point quelconque du tractus digestif des Ruminants ont été 


(1) Il est d‘ailleurs intéressant de noter qu'une différenciation morpholo- 
gique trés voisine se trouve réalisée chez certains Lamellibranches xylo- 
phages (Teredo navalis). Il s'agit 1a d'un phénomene de convergence morpho- 
logique curieux dont nous ne Savons pas qu'il ait encore été signalé; il serail 
mtéressant de voir s'il ne s'y superpose pas un phénoméne de convergence 
physiologique. 
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négalives (la technique utilisée consistait & faire agir soit des 
sucs digestifs, soit des extraits de muqueuse ou de parenchyme 
des glandes annexes, sur de la cellulose, en présence d’anti- 
septiques pour éviter l’action éventuelle des bactéries). 

Les cellulases animales élant éliminées, on pensa que les 
cellulases contenues dans les tissus végétaux pouvaienl étre 
libérées lors de la mastication et hydrolyser la cellulose. Mais 
ici encore les expériences ont eu un résultat négatif et le fait, 
mis en évideuce par Brown, d’une augmentation du taux de 
digestion par adjonction de malt & la ration alimentaire, pour 
intéressant qu’il soit, ne semble pas, pratiquement, jouer un 
role habituel. 

A cété des cellulases animales et végétales éventuelles, les 
micro-organismes de la panse avaient été supposés étre a Lori- 
gine de la digestion de la cellulose. De fait, les uns (Infusoires), 
par leur nombre considérable et par leur constance, les aulres 
(Bactéries, Champignons, Actinomycétes) par ce gue lon 
savait de leur pouvoir cellulolytique dans le sol, semblaient 
devoir jouer un réle important dans la biologie du rumen. 

En ce qui concerne les Champignons et les Actinomycetes, 
les essais faits pour démontrer leur réle dans la digestion de la 
cellulose ont été infructueux. Seul, Ellenberger a isolé du 
tractus digestif, en particulier de la caillette, Aspergillus cellu- 
lose, cellulolytique zm vitro, en culture pure. Mais, étant 
donné ce qu’on sait des facteurs biologiques nécessaires & la 
cellulolyse dans le sol par ces micro-organismes, il nous parait 
plausible d’admettre qu'il s'agit d’un germe de passage, ingéré 
avec l’alimentation et traversant le tractus digestif sans y étre 
elfectivement cellulolytique. D’'une maniére générale, les con- 
ditions pour qu’un microorganisme quelconque fasse fermenter 
la cellulose sont & ce point précises pour chaque type de 
germe cellulolytique, qu'il nous parait illusoire de vouloir 
attribuer un réle efficient & tel micro-organisme si les condi- 
tions qui lui sont bien particuliéres ne sont pas réalisées dans 
le milieu que l'on étudie; ce fait n’élant, nous semble-t-il, que 
la généralisation de celui mis en évidence par S. Winogradsky 
pour la flore des sols. 

En ce qui concerne les Infusoires de la panse ( Ophryoscole- 
cide et Isotrichide), il a été démontré quils sont capables de 
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dégrader la cellulose et de l'utiliser pour leur propre compte, 
mais leur rdle vis-a-vis des Ruminants est nul au point de vue 
digestif; ils ne font qu’apporter, par leurs cadavres, une ration 
supplémentaire et négligeable de protides et de glycogéne. On 
peut d’ailleurs remarquer gue, chez certains Lamellicornes 
(Potosia cuprea), les Flagellés qui vivent en symbiose avec des 
bactéries cellulolytiques et avec leur hote ont une biologie 
identique a celle des Infusoires de Ja panse, en ce qui concerne 
leur réle dans la digestion de la cellulose. Le méme phénoméne 
est retrouvé pour les Infusoires du cecum du Cheval, de 
Vintestin du Chimpanzé et, tres vraisemblablement pour les 
Trichonymphides de Vintestin des Termites (tout au moins 
pour cerlaines espéces). Il semble étre trés général dans tous 
les cas étudiés Jusqu a présent. 

Si les Infusoires apparaissent comme de simple commen- 
saux, au point de vue de la digestion de la cellulose, les Bac- 
téries, elles, ont un réle vérilablement symbiolique. 

Un grand nombre d auteurs ont étudié Paction, in vitro, des 
bactéries de la panse sur la cellulose, opérant en milieux orga- 
niques ou inorganiques, en aérobiose ou en anaérobiose. Les 
résultats ont été conslamment les mémes : lors du premier 
ensemencement avec le contenu de panse, la cellulolyse est réa- 
lisée, mais tout essai de repiquage en série est impossible, de 
méme que tout essai pour obtenir une culture pure celluloly- 
tique. Il apparailrait que c'est l'ensemble de la flore de la panse 
qui soit cellulolytique et que chaque espéce bactérienne, prise 
isolément, ne le soit pas; en un mol, la digestion de la cellu- 
lose serait due & une symbiose de germes. Cependant, dans un 
cas analogue (intestin de homme), Y. Khouvine avait isolé 
une souche hactérienne, B. cellulose dissolvens, qui a conservé 
son pouvoir cellulolytique en culture pure, cela grace a l'emploi 
d’un milieu adéquat contenant des protides au degré voulu de 
dégradation (extrait fécal adjoint au milieu). Cette bactérie a 
dailleurs été retrouvée par l’auteur dans d'autres milieux. 

Nous avons voulu nous rendre compte si, dans la panse, ne 
pourrait étre isolée une bactéric, qui soit, & elle seule, cellulo- 


lytique. 
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{° IsSoLEMENT ET DESCRIPTION DE « PLECTRIDIUM CELLULOLYTICUM ». 


Au début des essais d’isolement des germes cellulolytiques, 
nous avons, au cours de nombreux tatonnements, utilisé un 
assez grand nombre de milieux auxquels était adjoint de la cel- 
lulose (papier & filtrer) et qui étaient ensemencés avec du con- 
tenu de panse, en aérobiose et en anaérobiose. 

Tout d'abord des milieux strictement minéraux du type de 
celui d’Omélianski, des infusions de foin, des solutions plus ou 
moins étendues de mélasse de sucrerie contenant des éléments 
glucidiques et protidiques d’origine végétale plus ou moins 
dégradés, un milieu imité de celui de Y. Khouvine ot l’extrait 
fécal était remplacé par du contenu de panse filtré. Dans tous 
ces milieux, les résultats ont été constamment négatifs. Puis, 
cherchant & réaliser des conditions aussi semblables que pos- 
sible 4 celles de la panse, nous avons utilisé le milieu suivant : 
du liquide de contenu de panse de beeuf, filtré sur colton de 
verre, étendu d'eau, additionné de carbonate de calcium pour 
maintenir un pH — 7,5 & 8, recouvert d'une couche d’huile de 
vaseline (rll = 5), additionné d’une bande de papier & filtrer, 
enfin stérilisé par la chaleur. Ce n’est que dans ce milieu, et en 
anaérobiose, que la cellulolyse s’est produite. C’est lui que nous 
avons par la suite utilisé pour l'isolement du germe en culture 
pure et pour la conservation de celui-ci. 

Le milieu a été ensemencé avec de petiles quantités de con- 
tenu de panse. La cellulolyse s'est produite aprés huit jours 
(a 37°). L’enrichissement en bactéries sporulées (jugées, pour 
de nombreuses raisons, étre cellulolytiques) a été réalisé par. 
chauffage modéré des cultures lors de chaque repiquage en 
série; Visolement en culture pure a été obtenu, aprés de nom- 
breux essais infructueux, par repiquage en milieu « panse-cel- 
lulose » d’une colonie unique obtenue sur gélose Veillon addi- 

‘tionnée de liquide de panse. 

Les isolements ont été faits & partir de cing panses de buf 
et d'une panse de mouton; c’est toujours la méme espéce bac- 
térienne qui a été isolée. Nous avons proposé pour ce germe, 
dont lescaractéres ne correspondaient & aucun de ceux des bac- 
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téries cellulolytiques décrites jusqu’alors, le nom de Plectri- 
dium*cellulolyticum. 


En culture sur le milieu au liquide de panse gui vient d’étre 


décrit, Pl. cellulolyticum présente deux aspects niorphologiques 
différents ; 
Une forme végétative, balonnel non sporulé, de 3a 4u de 


b a 


En haut: bactéries sur fibres de cellulose en voie de destruction. 
En bas: nombreuses formes végélatives non sporulées: a, forme sporulée 
(microspore); 6, spore libre (macrospore). 
(Gross. : X 1.200. Photo Jeantet.) 


long sur 0 ». 5 de large, se colorant par la méthode de Gram, 
mobile, présentant des cils qui semblent insérés sur toute la 
surface du corps microbien. 
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Une forme sporulée, batonnel de 5 a 6 v. de long, immobile, 
ne se colorant pas par la méthode de Gram. Les spores sont 
terminales. Il en existe deux types : des microspores, rondes, 
plutot Gram positives, de 1 u. de diamétre ; des macrospores, 
ovalaires, plutot Gram négalives, de 1 a 2» de diamétre. Ces 
deux types de spores coexistent dans la culture, soit & Vextré- 
mité des batonnets, soit & état libre. Les formes sporulées, trés 
nombreuses au début de l’isolement, sont devenues plus rares 
par la suite. : 

Le phénoméne de la cellulolyse présente, sur milieu panse- 
cellulose, les caractéres suivants : le liquide se trouble légére- 
ment le Jendemain de l’ensemencement et, vers le cinquiéme 
jour, devient plus pale et opalescent. Vers le septiéme jour, la 
feuille de papier-fillre se ramollit. Exceptionnellement, on voit 
se former en certains points quelques rares bulles gazeuses. Le 
ramollissement s’accentue et, vers le neuviéme jour, le papier 
s’alfaisse au fond du tube ott il disparait presque complétement 
en quelques jours. A aucun moment, il n’y a de modification 
de coloration de la cellulose. 

Au point de vue de ses caractéres biologiques, Pl. celluloly- 
ticum présente ceux d'une bactérie sporulée, avaérobie faculta- 
tive, non thermophile. Mais trois fails dominent ses caractéres : 
la cellulolyse ne peut étre réalisée qu’en milieu neutre ou lége- 
rement alcalin, qu’enanaérobiose et que dans le milieu « panse- 
cellulose », c’est-a-dire dans les condilious biologiques trés 
voisines de celles de la panse, in vivo. 

Il y a lieu en effet dinsister sur ce fait que Pl. cellulolyticum 
présente deux activités biologiques bien distinctes: une activilé 
générale (pouvoir de proliférer dans divers milieux et de faire 
fermenter divers glucides) et une activité bien spéciale, cellulo- 
lytique. Or, celle-ci ne se trouve réalisée que dans les conditions 
qui viennent d’étre énumérées. Ce n’est pas un « cellulolytique 
obligatoire » (comme B. celluluse dissolvens et bien d’autres), 
mais, au contraire, « facultalif ». 

Nous avons cherché & préciser les facteurs nécessaires a la 
cellulolyse, du point de vue chimique, en étudiant certains 
caractéres du milieu de culture et, en particulier, la nature 
sommaire de ses composés azotés. 
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ladaeetly Se Gh MRAG) 5 yg a BG lode Be o ab aeeé 4 6 4 0,55 gr. 
Exiraltssee d-chaud (M008. 9) 7c, "5 ke ce ams Pn 0,54 
Cond resect meee ees cars ete he 2 Te he oe Rita 0,34 
Chionuresy(engNacCi\maes «sis hee 8 0,19 
Phospliatess cnebcOp hare. a econ ee 0,02 
SULPAteS weer ty amare eee Saal = se a La ve Traces non dosées. 
Protides précipitables par CCI7]—COOH........ 0,05 gr. 
AZ OLESLO Lalle ae ere ge Meakin tet ect yh ae en an he ae 0,02 
LVADUS ENO IONE © 5 bd o.%G 6 oo ole 6 po he Alon 0,003 
FCA KDSA LIN Oa Ne bag Ua ok te =e en te ne 0,006 
NCICESHOLATNUIING Seumete mim meena Tiersen 29 p. 100 
XCIACSHNOMO=aAliin Site res 0 eee) se 34 
ROlV Dep Lid Siem uate ttre sh ue chee is at, 40 


Acides acycliques volatils (en HCl normal). 0,75 cent. cubes. 


Les chiffres correspondent & 100 cent. cubes du milieu de 
culture. 

Un pareil milieu est caractérisé par sa grande pauvreté en 
éléments nutritifs, par la présence d’azote fourni a la fois sous 
forme ammoniacale et sous forme aminée, celle-ci étant, d’ail- 
leurs, & un degré de dégradation assez avancé. L’adjonction 
dun glucide soluble ou de peptone empéche la cellulolyse. 

Donc, en résumant les facteurs nécessaires a Pl. celluloly- 
ticum pour manifester son pouvoir cellulolytique, on peut 
retenir : milieu alcalin, anaérobiose, pauvreté du milieu de cul- 
ture, azote ammoniacal, azote organique et vraisemblablement 
substance activanle. A ce point de vue, done, il rentre dans le 
cadre général des germes dont le pouvoir fermentaire, vis-a-vis 
d’un corps donné, est lié au déséquilibre des constituants du 
milieu : richesse en élément 4 fermenter, pauvreté en autres 
éléments nutritifs. Mais c’est justement parce que les conditions 
de Visolement se trouvent étre a la fois celles réalisées dans la 
panse et celles nécessaires 4 la cellulolyse que nous croyons 
que Pl. cellulolyticum est effectivement cellulolytique dans la 
panse. 

Quoi qu'il en soit, ces résultats permettent de conclure que, 
comme dans le tube digestif de 'homme, il nest pas besoin de 
symbiose bactérienne pour dégrader la cellulose dans la panse 
et qu'une espece baclérienne en est capable a elle seule. 

Il n’en est pas moins vrai que cetle cellulolyse n'a été pos- 
sible que dans le milieu « panse-cellulose » (tout au moins 
parmi les milieux e-sayés). Ce milieu est en somme caractérisé 
par le fait qu'il contient les produits de métabolisme de la fer- 


684 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


mentation impure réalisée dans la panse par les bactéries cellu- 
lolytiques et saprophyles; le role de ces derniéres, s'il ne peut 
s'agir de symbiose véritable, n’en est pas moins réel. L:impos- 
sibilité d’obtenir une culture pure cellulolytique avait été, en 
effet, interprétée par divers auteurs, de deux facons différentes : 
ou bien une symbiose véritable est nécessaire, ou bien les 
saprophyles agissent en modifiant le milieu de culture, surtout 
en dégradant plus ou moins les protides, et permettent ainsi 
la prolifération des cellulolytiques dont les besoins en azole 
sont bien définis. 

Une démonstration indirecte avait ét6 donnée en faveur de 
cette deuxiéme hypothése par Clausen qui, reprenant l'étude 
des bacilles dOméliansky, démontre que B. fossicularum, a 
état de pureté, est fort peu cellulolytique; au contraire, associé 
a B. putrificus Zeissler, il donne uo taux de fermentation ana- 
logue a Ja fermentation brute. Le méme résultat est obtenu en 
cultivant B. fosstcu/arum sur bouillon préalablement ensemencé 
avec B. putrificus puis fillré. Ce sont les produits du métabo- 
lisme de B. putrificus qui rendent possible la cellulolyse par 
B. fossicularum. 

Le travail de Y. Khouvine tranche définitivement la question 
en ce qui concerne le tube digestif de lhomme. B. cellulose 
dissolvens a pu éire isolé en culture pure et rester cellulolytique, 
grace a l’usage d’un milieu spécial caractérisé par une source 
d’azote protéique dégradé sous forme d’extrait fécal. 

Nous croyons que nos expériences ont la méme signification, 
en ce qui concerne la panse des Ruminants. 


2° CARACTERES DE LA FERMENTATION DE LA CELLULOSE 
in VIVO ET in vitro. 


Les conditions de Visolement de Pl. cellulolyticum, dune 
part, la constance du germe dans tous les cas ot nous l’avons 
recherché, d’autre part, incitaient & penser, avons-nous dit; 
qu'il jouait un réle effectif dans la panse. Il s’agissait donc de 
savoir, et c’était en méme temps une vérification de notre 
hypothése, si la fermentation réalisée in vitvo par une culture 
pure de P/. cellulolyticum et celle réalisée dans la panse, pré- 
senlaient des analogies. 
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Les données classiques sur la fermentation dans la panse 
indiquent essentiellement la formation d’acides acycliques 
volatils, de petites quantités d’alcool, de gaz (hydrogéne, 
mélthane, anhydride carbonique) a l’exclusion de tout sucre 
réducteur. 

L’étude de la fermentation de la cellulose, in vitro, par une 
culture pure de la bactérie que nous avions isolée (faile sur 
milieu semi-synthétique dont il sera parlé plus loin) a donné 
les résultats suivants : 


TAUX DE CELLULOLYSE. — En anaérobiose et en milieu main- 
tenu constamment alcalin la cellulose est entitrement détruite 
en un mois. Le taux de cellulolyse varie entre 90 et 100 p. 100 
(concentration initiale en cellulose : 1 p. 100). 


TRANSFORMATIONS SUBIES PAR LA CELLULOSE. — Nous n’avons 
pas pu mettre en évidence d’oxycellulose (techniques préco- 
nisées par S. Winogradsky : colorabililé par les colorants 
basiques, solubilité dans les acides étendus, pouvoir réducteur 
sur la liqueur cupro-potassique). L’hydrolyse ménagée de 
fibres de cellulose déja attaquées ne donne pas de corps réduc- 
teurs (nous avons opéré a froid et & 100° pendant une demi- 
heure, avec des solutions décinormales de soude ou d’acide 
chlorhydrique). 


Cores NEUTRES VvoLATILS. — Il se forme au cours de la fer- 
mentation, de l’alcool qui, exprimé en alcool éthylique, repré- 
sente de 10 & 20 p. 100 du poids de la cellulose disparue. I n’a 
pas 6t6 possible de mettre en évidence d’aldéhyde ni de cétone. 


ACIDES ORGANIQUES STABLES. — Il n’en a pas été décelé avec 
les conditions expérimentales réalisées. 


AcIDES ACYCLIQUES votatits. — De nombreux essais ont été 
fails, car les résultats étaient variables d’une expérience a 
Vautre et il était difficile de tirer des conclusions précises sur 
la nature et les proportions des divers acides formés au cours 
de la fermentation. 

En effet, si au début de la fermentation, les résultats élaient 
faciles a interpréter (mélange de deux acides, formique el 
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acétique) il n’en élait pas de méme en fin de fermentation ou 
apparaissaient de petites quanlités d’un acide de poids molé- 
culaire plus élevé. Un certain nombre de fermentations ont été 
analysées au bout de dix & quinze jours. Les techniques clas- 
siques d’Agulhon permettaient d’y déceler l’acide formique et 
lacide acétique. 

D’autre part, la distillation suivant la technique de Duclaux 
confirmait ces résultats et permettait de préciser les propor- 
tions relatives des deux acides : 


INSCOIOOINOMES 5 oo Sea 2 oo Geo sae 5 
CLUE ACEL GU Crpreu a eae enone ba ape eewen Ne eer 24, 


Lorsqu’au contraire on analyse, au point de vue des acides 
gras, une fermentation qui touche & sa fin, alors que la cellu- 
lose est presque entiérement disparue, les résultats sont 
d'interprétation plus difficile. En effet, le tableau des prises 
partielles ne correspond plus & un mélange de deux acides. Il 
faut, pour Pinterpréter, admettre |’existence d’une petite quan- 
tité d'un acide de poids moléculaire supérieur. Mais celui-ci se 
trouve étre en trop petite quantilé pour que nous ayons pu le 
déterminer chimiquement. 

Cependant, nous pensons, par la méthode suivante, pouvoir 
affirmer qu'il s’agit d’acide propionique; nous avons également 
calculé ses proportions dans le mélange d’acides gras. 

Nous avons fait tout d’abord une distillation de Duclaux dans 
le mélange complexe; une premiére courbe a ainsi été obtenue. 
Dans une deuxiéme expérience nous avons opéré, avant la 
distillation de Duclaux, deux distillations successives ayant 
pour bat d’enrichir le milieu en acides de poids moléculaire 
élevé. Une deuxiéme courbe a été ainsi obtenue. L’examen de . 
ces deux courbes permet de calculer la nature et les propor- 
tions des trois acides. Enfin, dans un troisitme temps, nous 
avons, suivant la méme technique, enrichi par deux distilla- 
lions successives, le milieu en acides de poids moléculaire 
faible. Sur le liquide ainsi obtenu, une distillation de Duclaux 
a donné une troisiéme courbe. Celle-ci constituait une vérifi- 
calion en comparant les chiffres obtenus par l’expérience et 
ceux prévus par le calcul si l’on admettait les proportions pré- 
cédemment trouvées. Les résultats ont été les suivants : 
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OME OCMC Tn 5.) a ee Hee sey ae 195 88100 
POLOEHACEUUE =, con en ee EG 
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Corps reouctEuRs. — Nous avons déja signalé l’absence de 


tout corps réducteur volatil. La présence de corps réducteurs 
non volatils a été recherchée par la liqueur cupro-potassique. 
En milieu neutre, les résultats ont été entiérement négatifs. 
A aucun moment, jusqu’a disparition compléte de la cellulose, 
il ne se forme de sucres réducteurs. 

ll a déja été montré, de plus, que les fibres attaquées ne 
cédaient a l’hydrolyse ménagée, acide ou alcaline, a 100° oua 
froid, aucun corps réducteur. (Il ne s’agit pas ici de l’hydro- 
lyse de la cellalose, mais de celle de corps intermédiaires qui 
auraient pu se former au niveau des fibres et qu'une hydrolyse 
ménagée, comme celle qui a été réalisée, aurail pu trans- 
former en sucres réducteurs). Les mémes essais ont été faits 
sur le liquide de fermentation aprés centrifugation. Ils ont éga- 
lement été négatifs. 

ll est ainsi démontré que, au cours de la fermentation en 
milieu neutre ou alcalin, i] ne se forme pas de sucres réduc- 
teurs ni de corps, soit au niveau des fibres, soit en solution 
dans le milieu, susceptibles de donner, par hydrolyse ménagée, 
un sucre réducteur. 

Donc, dans les conditions ot nous avons opéré, nous n’avons 
pu meltre en évidence de corps intermédiaires. Tout se passe 
comme si la dégradation apparente de la cellulose allait, 
d’emblée, jusqu’aux acides acycliques volatils avec formation 
de petites guantités d’alcool éthylique. 


Gaz. — De trés petites quantités de gaz se forment au cours 
de la fermentation sans carbonate de calcium (comme il sera 
dit plus loin). Il ne nous a pas été possible de les mesurer ni 
de les caractériser. 

Voici a titre d’exemple un bilan de fermentation : 


EN POIDS EN CARBONE 


Poids de cellulose mise en fermentation. . . 6,50 gr. 2 oro 
Poids de la cellulose disparue........ 57h . 2,3 
Rendement ...aA.-- ee Re ES Come Es 88,5 p. 100 


Annales de UInslitut Pasteur, t. 55, n° 6, 1935. 46 
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EN POIDS EN CARBONE 


Aciles acycliques vqlatils : 
Moy gOVCS eres eee GERD cake Gerla og oY 3,66 gr. 0,95 gr 
NCEULGULES. carci Sass Sete rene aces eee ame ee 05:99 0,39 
Propiloniguel 9. ty Sven ee ee ee oe 0,27 0,43 
HOvENE (Se “iA eee 4,92 gr. 1,47 gr. 
Rendement : 
Pourcentage de cellulose en fermentalion. 75,5 56,5 
Pourcentage de cellulose dispaiue .... 85,5 63,8 
EN POIDS EN CARBONE 
Alcool (en alcool éthylique)........ 4,18 0,616 
Rendement : 
Pourcentage de cellulose en fermentation. 48,2 Pa 
Pourcentage de cellulose disparue ... . 20,5 26,8 
Rendement total: 
Pourcentage de carbone en fermentation. 80,3 
Pourcentage de carbone dispasu. ... . 90,6 


La comparaison de ces résultats et des données clas-+iques 
montre une [rés grande analogie entre les fermentations zn vivo, 
dans la panse, et 2 vitro, par Pl. cellulolyticum : en milieu 
neutre ou alcalin la fermentation va d’emblée jusqu’a la for- 
mation d'acides organiques acycliques et de gaz avec de petites 
quantités d’alcool et sans aucun stade intermédiaire apparent, 
en particulier sans sucres réducleurs. Cependant, il existe des 
différences importantes : formation d'acides de poids. molécu- 
laire plus élevé dans la panse et, surtout, de gaz. Mais il parait 
difficile de dire Jusqu’& quel point les fermentations associées 
de la panse ne sont pas & l’origine de ces acides et de ces gaz 
dont on a montré la trés grande variabilité avec V’alimentation 
des Kuminants. 


Il. — Mécanisme de la nutrition des Ruminants. 


Le fait étant établi de la dégradation de la cellulose dans la 
panse par une bactérie et le métabolisme de cette fermentation 
étant connu, le deuxiéme probléme qui se pose est celui de 
Putilisation de cette cellulose par le Ruminant comme source 
énergétique. Les corps formés au cours de la fermentation 
expliquent-ils la nutrition des Ruminants? 


| 
| 
| 
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Le fait de base, sur lequel il faudra s’appuyer et qu'il faut 
expliquer, est la parfaite utilisation de la cellulose comme 
source é6nergétique. Le fait a été démontré par Kellner et 
Kohler (4900) et Kellner (1905). 

Le principe utilisé par Kellner est le suivant : il cherche a 
établir, avee une ration donnée, la valeur totale des échanges 
(exereta gazeux, liquides et solides) pour un animal au repos. 
Il lur est ainsi possible de comparer la valeur énergétique de 
diverses rations. 

La valeur énergétique de la cellulose est la méme que celle de 
Vamidon. I] s’agit, bien entendu de cellulose pure; si l’on ulilise 
des celluloses incrustées le rendement baisse d’autant. 

[Il s’agit done d’exphiquer ce fait et de voir & la suite de 
quelle transformation la cellulose peut étre assimilée sous une 
forme énergétique. En effet, si la transformation de ]’amidon, 
sous |’ influence de l’amylase, en maltose et de celui-ci, sous 
Vinfluence de maltase, en glucose, explique parfaitement sa 
valeur énergétique, il n’en est pas de méme pour la cellulose. 
Les phénoménes d’hydrolyse chimique aboutissent bien au glu- 
cose par l’intermédiaire de divers polyoses, mais les fermen- 
tations bactériennes anaérobies, les seules qui nous intéressent, 
ne donnent rien de tel; nous les avons vues former des gaz, des 
acides acycliques volatils, de l’alcool éthylique. 

Kellner, étudiant, avec la technique déja citée, la valeur 
nutritive de divers acides organiques, constale que ceux-ci 
wménent la production de chaleur seulement et sont oxydés 
compkétement dans l’organisme. 

Il est inadmissible que les seuls acides gras soient l’unique 
source énergétique des Ruminants (Woodman) et l’on est logi- 
quement obligé d’admettre la formation de corps intermédiaires 
aw cours de la fermentation, des sucres qui, eux, seraient 
assimilables et énergétiques. 

Divers auteurs avaient montré que, danscertaines conditions, 
de pareils corps pouvatent se former au cours de fermentations 
bactériennes anaérobies de la cellulose. Tetrault (1930), Scott, 
Fred et Peterson (1930) et surtout de Sarles, Fred et Peterson 
ont constalé la formation de petites quantilés de sucres réduc- 
teurs, en fin de culture, pendant Ja fermentation de la cellulose 
par les thermophiles a 60°. 
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Mais les premiers travaux sont ceux de Pringsheim. Le pro- 
blame est connexe de celui de l’existence de cellulase bacté- 
rienne. Or, cette cellulase est, dans les conditions naturelles, 
une endodiastase qui ne diffuse pas dans le milieu de culture. 
Les fillrats stériles de liquide de fermentation sont sans action 
sur lacellulose (Pringsheim). S’il existe réellement une diastase 
transformant la cellulose en glucose, celui-ci, & mesure de sa 
formation, est utilisé pour le métabolisme bactérien et trans- 
formé en acides acycliques et en gaz qui apparaissent seuls 
dans le milieu de culture. Il s’agit donc, tout en laissant la 
diastase agir, d’arréter la prolifération des germes, de tuer la 
culture. 

Pringsheim emploie dans ce but des antiseptiques volatils 
(ceux-ci doivent en effet étre éliminés lors de la recherche du 
pouvoir réducteur du milieu, seul témoin de la présence de 
sucre et, corrélativement, de diastase). I] discute la valeur rela- 
tive du chloroforme, du toluene, du thymol et de Viodoforme 
en solution dans l’acétone. Quel que soit l’antiseplique choisi, 
il est ajouté & la culture & l’acmé de la fermentation. Puis 
celle-ci est laissée pendant quelques jours & 37°. 

Les expériences ont porté sur des thermophiles, des dénitri- 
fiants, des bacilles de la fermentation méthanique, Dans tous 
les cas, il a pu mettre en évidence, dans la fermentation ainsi 
traitée, du cellobiose et du glucose, traduisant ainsi ]’existence 
d'une cellulase et d'une cellobiase. 

Nous avons recherché si les mémes résultats pouvaient étre 
obtenus avec Pl. cellulolyticum, en utilisant la technique de 
Pringsheim. Plusieurs essais ont été faits pour déterminer le 
meilleur antiseptique & employer. C'est finalement le toluene 
que nous avons ulilisé, aprés nous élre assuré, par de nom-. 
breuses expériences témoins, de l’absence de causes d’erreurs 
dans la technique. Au moment ow la quantité de sucre réduc- 
teur nous a semblé ne plus augmenter (quinze jours environ 
aprés l'adjonction de toluéne) nous avons titré la quantité de 
sucres réducteurs, formés dans le milieu, avec la liqueur cupro- 
potassique (technique de G. Bertrand). Les résultats, pour trois 
expériences faites & partir de 5 grammes de cellulose, donnaient 
les chiffres de 0 gr. 4, 0 gr. 35, 0 gr. 5 de corps réducteurs ° 
exprimés en glucose. 
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Nous avons remarqué que les chiffres lrouvés étaient d’autant 
plus forts que l’apparition du pouvoir réducteur avait été plus pré- 
coce aprés l’adjonction de toluéne. Cette constatation concorde 
avec les faits signalés par Pringsheim: le taux descorps réducteurs 
formés est fonction de la rapidité d'action de l'antiseptique. 

Nous avons ensuite cherché & caractériser les sucres réduc- 
leurs formés, en préparant leurs osazones. 

I] a 616 obtenu une osazone insoluble a froid et A chaud dans 
Peau, insoluble dans l’alcool méthylique. Elle a été purifiée 
par lavage a Veau et Valcool méthylique, par solution dans 
Yalcool éthylique bouillant et recristallisation (deux fois). Le 
point de fusion pris au bloc Maquenne était de 229°, dont trés 
sensiblement celui de la glucosazone (230°). 

Une deuxiéme osazone a également été obtenue, soluble dans 
leau bouillante; mais nous n’avons pu l’avoir qu’en quantité 
trop pelite pour pouvoir la caractériser (le matériel dont nous 
disposions ne nous permettait pas d’opérer sur un assez grand 
volume de culture; néanmoins, il est permis de supposer, par 
analogie avec les résultats obtenus par Pringsheim, qu'il s’agis- 
sait de cellobiosazone). 

Il se forme donc, dans les fermentations arrélées par le 
toluéne, du glucose et vraisemblablement de petites ‘quanti!és 
de cellobiose : Pl. cellulolyticum sécréle une cellulase et peut- 
étre une cellobiase. 

Mais l’adjonction d’antliseptique a la culture n’est pas le seul 
procédé utilisé pour mettre en évidence la formation de glu- 
cose. En effet, dans d'autres expériences sur les thermophiles, 
Kellner précise qu’un simple abaissement de la température & 
20°, méme sans l’adjonction d’antiseptiques, suffit pour faire 
parfois apparaitre un certain pouvoir réducteur, d’ailleurs trés 
faible, en rapport avec la lente atténuation de la culture. 
D’autres auteurs, avons-nous dit, ont montré que le simple 
vieillissement des cultures aboutissait parfois au méme résultat. 

De cet ensemble de recherches, on peut conclure que, chaque 
fois qu’intervient une modification énergique au cours de la 
fermentation, il apparait du glucose dans le milieu. Cette 
modification doit arréter la prolifération des germes et tuer la 
culture. Le taux de sucre produit sera d’autant plus grand que 
action inhibitrice aura été plus brutale. 
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Ces données, d’ordre strictement bactériologique et chi- 
mique, donnent & penser .qu’un phénoméne de méme ordre 
doit se produire in vivo et expliquer ainsi la formation de glu- 
cose dans le tube digestif des Ruminants. 

Mais il est bien évident que niles antiseptiques, ni l’abaisse- 
ment de température ne peuvent étre invoqués chez l’animal. 
Nous pensons avoir démontré que le changement de pH a les 
mémes résultats et pouvoir proposer une explication du phéno- 
méne de la nutrition chez les Ruminants. 

Nous avons, en effet, cherché & nous rendre compte de ce 
qui peut se passer lorsque le coutenu de la panse passe dans la 
caillette, c’est-a-dire, chimiquement parlant, lorsque la fermen- 
tation amorcée en milieu alealin est continuée en milieu acide. 

Sachant que, au cours d'une fermentation sans ‘carbonate de 
calcium, la réaction du milieu devient rapidement acide, nous 
avons abandonné & elle-méme une telle fermentation et y 
avons recherché réguliérement l’apparition d’un pouvoir réduc- 
teur. Celui-ci s’est manifesté aprés quinze jours environ, el au 
moment ot il semblait ne plus augmenter, il a été trouvé étre 
de 0 gr. 3 en glucose, a parlir de 7 grammes de cellulose. 

Quantité tres minime qui nous semble étre en rapport avec 
la lenteur d’apparition du pouvoir réducteur, suivant Ja loi 
mise en éyidence lors des expériences utilisant les antisep- 
tiques volatils. 

Dans un deuxiéme temps nous avons cherché & opérer, plus 
encore, dans les conditions {de la digestion dans la caillette, 
c’est-a-dire en présence d’acide chlorhydrique et & nous rendre 
compte, de facon plus précise, du facteur pH dans le métabo- 
lisme de la fermentation. Celle-ci, amorcée en milieu neutre, 


était, au début de la cellulolyse, continuée a des pH variés (par’ 


adjonction de solutions d’acide chlorhydrique ou de soude) et 
laissées quinze jours & 37°, puis le pH final était mesuré; on 
ramenait & la neutralité et on recherchait la présence de corps 
réducteurs. Ceux-ci n'ont 6té trouvés que dans les fermenta- 
tions réalisées entre p=4,4 et pH=5,2 avec un optimum 4 
pH—4,8 (1). Ce phénoméne n’est pas lié & la simple acidité du 


(1) orps réducteurs non volatils donneront une osazone cristallisant 


oa celle du glucose, insoluble dans l'eau a 100° et dans Valcool méthy- 
ique. : 
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milieu car il ne se produit pas dans les fermentations ‘préala- 
blement chauffées & 100°. Nous le considérons comme d'origine 
diastasique. 

On peut résumer ainsi, du point de vue chimique, les faits 
observés : Pl. cellulolyticum, en milieu alcalin, fait fermenter 
Ja cllulose en donnant des acides gras volatils : acide formique, 
acide acétique, plus de petites quantités d’acide propionique et 
dalcoo! éthylique, & l’exclusion de lout sucre réducteur. Lors- 
qu'il est mis dans des conditions telles que le germe ne peut 
plus végéter, une diastase est mise en liberté qui transforme la 
cellulose en glucose. Pour obtenir ce résultat on peut employer, 
enlre autre, soit des antiseptiques (toluéne), soitun changement 
de réaction du milieu: pH entre 5,2 el 4,4. La diastase peut 
agir entre pli 7 et 4,4. D’ailleurs, si la limite inférieure de pH 
a été fixée, la limite supérieure ne l’a pas été par nos expériences. 
Le rendement de la fermentation, en milieu alcalin, est excel- 
lent, 90 p. 100 du poids de la cellulose est hydrolysé, 90,6 p. 100, 
en carbone, de la cellulose disparue est retrouvé. Le rende- 
ment, en milieu acide, est toujours faible. Il n’a jamais été 
trouvé supérieur & 10 p. 100. Ce rendement est d’autant plus 
élevé que apparition du glucose est plus précoce, c’esl-a- 
dire que les modifications du milieu ont agi plus vite sur la 
bactérie. 

Il nous semble que ces faits permettent de proposer une 
hypothése pour expliquer le mécanisme de la nutrition des 
Ruminants. 

En effet, si nous transposons les faits observés im vitro en ce 
quils signifient im vivo, le mécanisme de la digestion de la 
cellulose peut étre ainsi interprété : 

La fermentation est amorcée dans la panse en milieu alcalin. 
En dehors de son réle mécanique, la panse apparaitrait comme 
une simple « étuve » qui permettrait la prolifération des germes 
cellulolytiques. Elle n’exerce, par contre, aucune action de 
« prédigestion » sur la cellulose; au contraire, la portion de 
cellulose qui est détruite est perdue pour le Ruminant. Lors du 
passage du contenu de la panse, propulsé par le bonnet, fine- 
ment divisé par le feuillet, dans la caillette, la fermentation est 
amenée a un pil acide, en présence d’acide chlorhydrique. A ce 
moment, la prolifération des germes cellulolytiques est arrétée ; 
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seules les spores résistent; la cellulase est libérée et transforme 
la cellulose en glucose; celui-ci est directement absorbable, 
assimilable et énergétique. 

Il resterait d’ailleurs, & expliquer le faible rendement obtenu. 
Il faut remarquer, & ce sujet, que in vivo, le coefficient de 
digestibililé du papier, chez le mouton, n’est pas supérieur a 
50 p. 100. De plus, les rendements signalés par divers auteurs 
pour les cellulases animales ne dépassent guére 25 p. 100. La 
concentration de la diastase semble avoir une grande importance 
(Karrer). Enfin le papier filltre, comme le coton d’ailleurs, est 
une forme de cellulose particuliérement difficile a hydrolyser et 
nombre de cellulases authentiques sont sans action sur lui, 
alors qu’elles hydrolysent les celluloses modifiées ou les cellu- 
loses brutes du bois par exemple. C’est a ce point que certains 
auteurs pensent qu’une co-diastase se trouverait dans les 
plantes ou serait sécrétée par le tube digestif, qui augmenterait, 
in vivo, les rendements obtenus zn vitro. Une pareille hypothése 
n’est pas impossible chez les Ruminants. 


lil. — Nature et origine de la flore cellulolytique de la panse. 


Quoiqu’il en soit de ces hypothéses, un certain nombre de 
faits restent indubitables. 

C’est tout d’abord que, dans la panse, il existe une espéce 
bactérienne qui, & elle seule, est capable de dégrader la cellu- 
lose et qu’une symbiose de germes n’est pas nécessaire. PJ. cel- 
lulolyticum, & ce point de vue, ne fait quutiliser les produits 
de catabolisme des bactéries saprophytes banales. 


C’est ensuite que la fermentation réalisée in vitro par cette — 


espéce présente une grande analogie avec la fermentation zn 
vivo dans la panse. 

Mais il y a lieu, de plus, de se demander quel peut étre le 
role éventuel des autres bactéries cellulolytiques de la panse. 
Il a en effet été trouvé dans le rumen, outre les bactéries 
saprophyles banales, des bactéries cellulolytiques analogues & 
celles du sul, cela en utilisant justement les techniques clas- 
siques pour l’isolement de celles-ci. Des aérobies, des anaérobies, 
des thermophiles ont été retrouvées. En d'autres termes, est-il 
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possible d’interpréter l'ensemble de la flore cellulolytique de la 
panse, dans ses rapports avec le Ruminant? 

Il a déja 6té dit, & propos d’Aspergillus cellulose, que les 
conditions pour qu’un micro-organisme quelconque fasse fer- 
menter la cellulose sont parfaitement précises pour chague 
espéce de germes cellulolytiques. Tel germe, cellulolytique 
dans cerlaines conditions, ne le sera pas dans d'autres. Isoler 
du contenu de la panse, dans des condilions qui ne sont pas 
celles de la panse, des germes gui se montrent cellulolyliques 
im vilro, Ne prouve pas que ces germes soien! effectivement 
cellulolytiques dans le rumen. 

Quels sont done les facteurs nécessaires a la cellulolyse, dans 
le sol, pour les divers types de bactéries cellulolytiques? 

Pour les aérobies, il faut un sol largement aéré et de réaction 
alcaline, ce azote fourni surtout sous forme ammoniacale et 
nitrique; ces germes transforment la cellulose en oxycellulose 
sans qu il y aitjamais formation d’acides acycliques, ni de gaz. 
Ces condilions sont bien différentes de celles réalisées dans la 
panse et, de plus, les produits de fermentation sont d’un tout 
autre ordre. 

Les thermophiles du sol sont des germes cellulolyliques & 60° 
environ, pouvant proliférer (sans étre cellulolytiques) dans des 
limites thermiques plus larges, en particulier & 37°; germes 
tolérant de larges variations de pH et de 1H, exigeant de l’azote 
en assez grande quantité (ammoniacal et, surtout aminé), don- 
nant, au cours de la cellulolyse, des acides acycliques, des gaz, 
de l’alcool et, dans certaines conditions, des sucres réducteurs. 
Les conditions thermiques de la cellulolyse leur dénient toute 
efficacité dans la panse. 

Les anaérobies demandent un sol humide, mal aéré, de réac- 
tion alcaline ou neutre, une source d'azote ammoniacal seule- 
ment. Ce sont donc les seuls capables, théoriquement, de pro- 
liférer dans la panse (de fait les produits de fermentation sont 
les mémes), encore que la présence d’azote aminé en proportion 
relativement considérable y favorise la concurrence des bactéries 
protéolytiques. 

De l’ensemble de ces considérations, il nous semble possible 
de tirer certaines conclusions. La flore de la panse comprendrait : 

1° Des bactéries cellulolytiques du sol, aérobies, thermo- 
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philes, anaérobies, non adaptées au contenu de Ja pamse, ne 
faisant que traverser le tube digestif sans y étre effectivement 
cellulolytiques, saprophytes vis-a-vis des Ruminants 

2° Des bactéries anaérobies du sol, adaptées au milieu de la 
panse, dont le type est Pl. cellulolyticum. Elles sont effective- 
ment cellulolytiques dans le rumen et symbiotiques vis-a-vis 
des Ruminants. (B. cellulose dissolvens aurait peut-étre la. méme 
origine et la méme biologie dans le tube digestif de l'homme). 

A Vappui de cette interprétation, un certain nombre de faits, 
qu’il nous a été donné d’observer, peuvent étre cités. 

Lors de son isolement PJ. ced/ulolylicum présentait un certain 
nombre de caractéres bien particuliers. 1] n’était pas reconnais- 
sable comme bactérie du sol. Il n’était cellulolylique que dans 
un milieu contenant de l’azote aminé, de l’azote ammoniacal et 
des substances aclivantes (chlorophylle ou ses dérivés, vraisem- 
blablement, dont importance a été montrée dans la biologie 
de la panse). 

Or, au cours de repiquages, en série linéaire et continue, 
pendant quinze mois environ, les facteurs nécussaires a la cel- 
lulolyse se sont peu & peu modifiés. Il n’a plus été besoin de 
substances activantes. La cellulolyse a pu étre réalisée en 
milieu semi-synthétique contenant de lazole aminé (peptone 
végétale pepsique) et de l’azote ammoniacal (succinate, lactate, 
citrate d’ammonium). Puis une seule de ces deux sources 
dazote a été seulement nécessaire; en particulier, des sels 
organiques d’ammonium, puis des sels minéraux d’ammonium. 
L’analogie du milieu alors utilisé, est frappante avec celui 
d Oméliansky pour la culture des anaérobies cellulolytiques du 
sol. Il n’a pas été mis en évidence de pouvoir dénitrifiant. Ainsi 
Pl. cellulotyticwm aurait pris, pen a peu, les caractéres des 
bactéries cellulolytiques du sol. Nous lui supposons le cycle 
biologique suivant : 

Il serait un germe cellulolytique du sol, & pouvoir de synthase 
élevé (utilisation de sels minéraux d’ammonium). Lors de Ja 
phase symbiotique, dans le milieu spécial de la panse, le pou- 
voir de synthése se trouverait bloqué, passerait & l'état latent 
(les caractéres du germe sont alors ceux de l’isolement), puis 
lors des passages successifs in vitro, en milieu artificrel, serait 
progressivement récupéré, 
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Ainsi, bactérie anaérobie cellulolytique du sol, adapté & la 
panse, PZ. cel/ulolyticum, tant par son action dans la panse que 
par les phénoménes diastasiques qu'il engendrerait dans la 
caillette, serait, pourrait-on dire, la « bactérie digestive » des 
Ruminants. 


a 


SYPHILIS TARDIVE. 
FORMES MINUSCULES DU SP/ROCHATA PALLIDA 
SPIROCHETOGENE SYPHILITIQUE 


par Y. MANOUELIAN 


Le parasile de la syphilis peut revétir d'autres aspects que 
la forme spirochéte. Apres la découverte du Spirocheta Pallida 
de Schaudinn, on a décrit en effet des formes en boucles, en 
couronnes, elc., des granulations dorigine parasitaire. 
Berger (1), Jacquet et Sézary (2), Prowazek (3), Levaditi et 
Roché (4), Sézary (5), etc., et plus récemment Levadili, Schen 
et Sanchis-Bayarri (6), Warthin et Olsen (7). Quant & leur 
signification on les a considérées tour 4 lour comme des formes 
de dégénérescence, des formes évolutives, des formes de résis- 
tance (8). 

Nous croyons que parmi les spirochétes atypiques il existe 
des formes de dégénérescence, comme ces spirochetes forte- 
ment variqueux. Nolons aussi au’on peut établir toute une série 
de stades intermédiaires entre le spirochéte typique jusqu’au 
corpuscule arrondi : spirochéles portant un anneau a une 
extrémité ou le long du corps, d’autres disposés en couronne. 
Cette couronne se resserre de plus en plus, en méme temps 
que la forme spiralée s’atténue, s’etface. Le spirochéte se trans- 
forme donc et se réduit en un corpuscule arrondi, limitant un 
espace clair en son milieu, lequel contient un point central; 
cet espace clair prend une teinte sombre, et le corpuscule 
devient presque homogéne. Serait-ce l& la forme de résistance 


(1) Bercen. Dermat. Zeitsehr., 13, 1906, p. 401. 

(2) Jacquer et Sézany, Soc, Méd. Hoo. Paris, 24, 1907, p. 114. 

(3) Prowazex. Arbeit aus den kaiserl. Gesundheitsamt, 26, fase. 1, p. 29. 

(4) Levanrtr et Rocné. La syphilis, édit Masson, Paris, 1909, p. 167. 

(5) Suzany. La Presse Médicale, 10 décembre 1910, p. 929. 

(6) Levapiti, Scwory et Sancuts-Bayarrt. Ces Annales, t. 42, 1928, p. 475. 

(7) Wartin el Otsen. Amer. Journ. Syphilis, 45, 1931, p. 145. 

(8) Voir a ce sujet larticle de Pierre Lépine. Forme visible et forme inyi- 
sible du virus syphilitique. Rev, de Méd., n° 10, décembre L931 peels 
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du parasite? Ou serait-ce plutot le terme de l'involution du 
parasite, qui arrivé ce stade cesse de vivre? Dans l'état actuel 
de la technique, nous ne pouvons rien affirmer. Cependant 
nous avons trouvé dans nos préparations des formes dont la 
signification nous parait hors de doute : elles proviennent de 
la fragmentation irréguliére des spirochétes. Il s’agit la d’un 
mode de division, que les recherches de Séguin sur nombre 
de spirochétes (1) et nos recherches sur l’agent de la syphilis (2) 
et sur un spirochéte des eaux ont mis en évidence. 

A propos de la division des spirochéles, attirons |’attention 
des auteurs sur certaines images pouvant induire en erreur 
les chercheurs non prévenus. 

Comme tous les spirochétes le parasite de la syphilis se mul- 
tiplie par division transversale. Dans des préparations conve- 
nablement choisies et traitées, on peut surprendre des images 
démonstratives. On constate alors que les spirochetes se 
séparent par la rupture du périplasme étiré dont les troncons 
constituent le filament terminal des parasites libérés. Mais, 
comme l’a fait remarquer Séguin, pour un autre spirochéte, 
dans la syphilis aussi, il arrive fréquemment, au cours de la 
division transversale, que les spirochétes retenus encore par le 
périplasme se replient l’un contre l'autre, le périplasme for- 
mant charniére, et s’enroulent enliérement dans le sens de leur 
grand axe. Jies images des sfades d’enroulement et celles de 
déroulement qui leur succédent ont été souvent interprétées 
comme des figures de division longitudinale. 

Cependant, disions-nous, les recherches de Séguin sur le 
Treponema calligyrum, le Treponema gallinarum et certains 
spirochétes buccaux, et les ndtres sur le spirochéte de la 
syphilis ainsi que sur un spirochéle des eaux montrent que 
chez ces micro-organismes 4 cété de la division transversale 
donnant naissance & des spirochétes munis de plusieurs tours 
de spire, il existe un autre mode de division. On voit des para- 
sites typiques se fragmenter en formes réduites a2, 1 et méme 


(4) P. Séeuin. C. R. Soc. de Biol.. 104, 1930, p. 247; C. R. Soc. de Biol., 104, 


1930, p. 836. nice 

(2) Y. Manougutan. C. R. Soc. de Biol., 104, 1930, p. 249; Legons du jeudt soir 
@ la Clinique Tarnier., édit. Vigol freres, Paris, 8° année, 1931, p. 250. Ibid., 
10° année, 1933, p. 127; Hommage a la mémoire du professeur Jean Canlacuzene, 


édit. Masson, Paris, 193%, p. 411. 
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& moins d’un tour de spire, et munies & leur extrémilé d'un 
filament spiralé d'une teinte grise & l’imprégnation argentique. 
Il arrive aussi que le spirochéte ne se fragmente pas, mais 
émet seulement par une extrémilé une de ces formes, reliée 
au parasite par le périplasme. Parfois, au lieu d'une seule, le 
spirochéte émet a la file deux, trois formes et davantage toutes 
disposées le long du périplasme dont la rupture Irs libere 
ensuite. Parmi les formes & moins d’un tour de spire on cons- 
tate des granules munis aussi de filaments spiralés. 

C’est le moment de mentionner l'étude de Kermorgant dans 
le laboratoire de Salimbeni sur le spirochéle considéré par kui 
comme l’agent des oreillons. Nous ne discuterons pas ici le 
role étiologique de ce micro-organisme, mais nous dirons que 
l'étude de Kermorgant (1) sur le granule spirochétien, son ori- 
eine et son évolution contient des observations d’un grand 
intérét général : 

« Cette étude nous a montré en outre un mode particulier 
de division des spirechétes : le granule spirochétien. De l’extré- 
mité d’un spirochéte se détache un grain, d’abord relié au 
parasite par un cil; ce cil se rompt et le granule cilié est libre 
dans la culture. Lui-méme est capable de donner naissance a 
un spirochéte type; toules les formes de transition s’observent 
entre le granule et le spirochéte d'un tour ». 

Remplacons le mot cil par périplasme, et nous n’aurons rien 
& changer a cette description, que les recherches de Séguin sur 
nombre de spirochetes et les ndtres sur le parasite de la syphilis 
et um spirochéte des eaux confirment intégralement. Ces 
recherches permettent aussi d’étendre et de généraliser aux 
organismes spiralés la notion du granule spirochétien. 

Dans les cultures de Kermorgant, le spirochéte était associé 
avec un vibrion, organisme cilié dont la présence pouvait créer 
une confusion. Cependant nos nouvelles et multiples recherches 
avec diverses techniques d’imprégnation nous permettent 
daffirmer l’exactitude des observations de Kermorgant. 

Les spirochétes se reproduisent done par division transver- 
sale, soit réguliére, soit par émission a une extrémité de formes 


oe eee Ces Annales, 39, 1925, p. 565. Annales de Médecine, 49, 1926, 
p. 301. 
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minuscules & 2, 1 et moins d'un tour de spire, et d'un granule 
tous reliés d’abord au spirochéle par le périplasme dont la rup- 
ture les libére. Toutes ces formes sont pourvues d'un filament 
terminal, vestige du périplasme éliré et rompu. Notons que, 
d’aprés les recherches de Séguin et les ndtres, les spirochetes 
subissent aussi une fragmentation totale et se transforment 
entiérement en formes minuscules et en granules. Une 
remarque trés importante : les formes & 1 et 2 tours de spire 
sont déja des spirochétes (formes minuscules), mais les gra- 
nules & filaments n’en sont pas, ils n’en sont que les germes : ce 
sont nos granules wltravirus (Séguin, Manouélian). Mais ultra- 
virus Ou mieux encore infravirus ne sont pas, avouons-le, des 
termes propres pour désigner nos granules. Ces expressions 
étant réservées pour les virus invisibles. Nous proposons donc 
le mot spzrochétogéne, qui traduit bien notre pensée. 

Ces germes traversent les filtres bactériens. Kermorgant les 
a retrouvés apres filtration et centrifugation du fillrat. Séguin 
les a obtenus en filtrant les cultures de Treponema calligyrum 
a travers une bougie de Chamberland L2 neuve. Nous les 
avons aussi retrouvés dans le filtrat d'un spirochéte particu- 
lier. Quant au spirochéte pale, limpossibilité d’obtenir des 
cultures pures, quoigu’on ait dit, rend la tache difficile. Cepen- 
dant les dimensions sensiblement analogues des granules du 
parasite de la syphilis et de ceux des spirochétes filtrabl: s 
rendent vraisemblable Vhypothése de la filtrabilité du spirv- 
chétogéne syphilitique. 

Il faut bien s’entendre pourtant; le granule spirochétien 
n'est pas un grain imprégné par l’argent mais bien le granuie 
muni d’un filament. Ce filameat est d’une importance capilale 
dans l'étude des spirochétes. Car c’est grace & ce filament 
qu’on peut affirmer la nature spirochétique d'un granule, «t 
suivre aisément les phases d’évolution en spirochéte, a un tour, 
puis en individus adultes. Sans cela comment distinguer parm1 
tant de granules imprégnés ce qui est vivant, et bien vivant, 
et constitue le germe d'un spirochéte et ce qui nest que le 
reliquat de la dégénérescence, de la destruction des parasites? 
Comment reconnaitre les grains vivants et les grains ultimes 
produits de spirochétes morts? Fait digne de remarque cepen- 
dant : comme les cils des bactéries, le filament spirochétien tres 
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délical, fragile, se trouve rompu parfois & ‘son point d’attache 
sur le Sanus Ilest alors impossible de distinguer le granule 
ates de son filament avee les autres granules provenant de 
la dégénérescence du parasite. Et devant toutes ces formations, 
réduites a l'état de simples granulations ne présentant aucun 
caractere différentiel, il devient impossible de s’y reconnaitre. 
ll s’agit de produits d'origine parasilaire : voila ce que nous 


Fic. 1. 


pouvons affirmer. Encore faut-il tenir compte des granules de 
nature proléique, d’origine non parasitaire. Quant & leur véri- 
table signification, on ne peut émettre que des hypotheses. 
Mais tout doute disparait, l’hypothése devient une réalité 
indiscutable, quand nous voyons dés son origine, le granule né 
d’un spirochéte s’en détacher par lélirement el la rupture du 
filament périplasmique, et muni de ce filament, le granule 
devenu libre évoluer sur le spirochéte 4 un tour et puis vers la 
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forme adulte, typique. Fait intéressant : grace au filament 
périplasmique nous assistons a la division du spirochétogéne. 
Certains granules, en effet, au lieu de parcourir tout de suite 
leur cycle évolutif jusqu’au parasite adulte, se divisent et se 
multiplient en tant que spirochétogénes. Ici encore, on observe 
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des images de division transversale simple ou multiple : 4 un 
moment, le long ou & l’extrémité du filament périplasmique, 
apparait un 6paississement, un granule minuscule noiratre, qui 
tranche sur le gris cendré du filament; la portion du filament 
comprise entre les deux granules s’étire, se rompt: et voila 
comment se divisent les spirochétogénes. Parfois, au lieu d’un 
seul épaississement, le filament en présente deux, trois et 
Annales de l Institut Pasteur, t. 55, n° 6, 1935. 47 
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davantage qui se libérent suivant le mécanisme que nous 
venons d’indiquer. 

On voit le réle trés important du filament périplasmique 
dans la division et l’évolution des spirochétes. Sans ce filament, 
impossible de suivre ces processus. 


Nous avons découvert les formes minuscules parasitaires ct 
le spirochétogéne d’abord dans les lésions tardives, parce que, 
dans ces lésions, on peut les déceler bien plus facilement que 
dans les accidents du début. Dans la période tardive, les 
recherches se trouvent facilitées et par labondance de ces 
formes, et par la rareté des parasites typiques. Nous savons en 
effet que, d’une fagon générale, les tréponémes typiques sont 
plus rares dans les lésions tardives que dans les périodes pri- 
maire et secondaire. Les parasites typiques fourmillent dans 
les lésions de débul, et leur imprégnation massive masgue les 
formes minuscules et les spirochétogénes. Pour les mettre en 
évidence ici, il faut recourir & une technique particuliérement 
délicate. Dans les lésions tardives, au contraire, les spirochétes 
se trouvent souvent en bien moins grand nombre. On ne les 
surprend parfois gu’aprés de longues recherches. On trouve 
alors en méme temps que les parasiles lypiques, nombre de 
spirochéles anormaux dont la signification peut, avons-nous dit, 
préter a des discussions. On y trouve des tréponémes minus- 
cules & trois, deux, un tour de spire munis de filaments ténus. 
On constate des parasites présentant le mode de division que 
nous venons de décrire. On constate aussi des granules & fila- 
ment, les spirochétogénes dont nous connaissons maintenant 
Vorigine et l’évolution. 


Comme période tardive, nous avons décelé le spirochétogéne 
dans les gommes, dans les anévrismes de l’aorte, dans quelques 
cas d’aortite, dans plusieurs cas de paralysie générale; plus 
récemment, nous avons obtenu de fort belles imprégnations 
dans une gomme cutanée que notre tras regretté ami Veillon 
nous avait confiée. 

Dans les gommes et dans les anévrismes, nous avons 
imprégné les parasites dans les zones périphériques et au 
niveau des portions nécrosées. Dans les aortiles, nous les avons 
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décelés au niveau des lames hyalines de la couche sous-endo- 
théhale. Ici comme dans les gommes les parasites se trouvent 
dans un tissu anhiste ou il n’existe que fort peu ou pas d’élé- 
mentsanatomiques. Dans les préparationsimprégnées a l’argent, 
il existe des champsou sur un fond homogene clair se montrent 
seuls les parasites. Ona |’impression de se trouver devant .des 
figures schématiques. 

Quant 4 da paralysie générale, nous savons que, dans cette 
maladie, le:spirochéte pale se localise surtout dans la substance 
grise de 'écorce cérébrale, notamment au niveau dela seconde 
et de la troisiéme couches. On le trouve souvent autour des 
capillaires et des petits vaisseaux, parfois les gaines des ramus- 
cules vasculaires sont entourées par un véritable 'treillis de 
‘tréponémes; de la, les parasites pénétrent dans le parenchyme 
cérébral : un spirochéte quitte l'enveloppe périvasculaire, sou- 
ventil se coude, atteint le tissu nerveux et le traverse; notons 
avec Pulido Valente que, bactériclogiquement, c’est ‘le début 
de l'encéphalite ou mieux encore de la corlexite syphilitique, 
de la paralysie générale. 

Le parasite de la syphilis se trouve donc dans /a substance 
cérébraleméme, dans lelacis composé de dentriles, des cylindres- 
axes et des prolongements des cellules névrogliques. C’est dans 
ce tissu parliculier qu'il se développe pendant de longues 
périodes (i). Notons aussi que parfois le spirochete pénétre 
aussi dans le cytoplasme des cellules nerveuses du corlex. Or, 
disons-nous, dans la paralysie générale nous avons constaté, en 
méme temps que des spirochétes typiques, toutes les formes 
parasitaires que nous venons de signaler. Dans nos prépara- 
tions, les neurofibrilles n’étant pas imprégnées, ces formes 
minuscules ainsi que les spirochétogénes, leur mode de for- 
mation, leur division apparaissent avec une grande netteté. 
Fait intéressant. Lors de l’invasion des spirochétes vers la 
substance cérébrale, on surprend certains parasites émettant 
des spirochétogénes. Un spirochéte étendu Je long de la gaine 
vasculaire se coude, traverse l’espace dit lymphatique et par 
son extrémité dirigée vers le tissu cérébral naissent un, deux, 


(1) Cette adaplalion du parasite au tissu cérébral humain est peut-etre la 
cause de Vincapacilé du spirochéte de se développer chez les animaux 
réceptifs. 
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trois granules reliés entre eux et au spirochéte par le périplasme. 
Le tréponéme abordant le tissu cérébral y seme des spiroché- 
togénes. On trouve aussi dans cet espace des spirochetes en 
fragmentation granulaire totale. 


Dans les cultures jeunes de spirochétes, on observe, avons- 
nous dit, de nombreuses images de division, les spirochétes 
nouvellement libérés possédent déja de nombreux tours de 
spire. Dans les cultures agées, les divisions typiques sont plus 
rares. Les spirochétes, souvent fort longs, sont peu mobiles; il 
existe de nombreuses formes anormales et des parasites en 
dégénérescence que nous avons déja décrits. Mais il existe aussi 
des formes minuscules et des spirochétogénes : des spirochétes 
réduits & deux, un et parfois moins d’un tour de spire et des 
granules tous munis d’un filament terminal neltement spiralé. 
Dans les préparations, convenablement traitées, on peut con- 
stater toutes ces formes, étudier leur mode de formation et 
suivre les stades inlermédiaires depuis le spirochétogéne jus- 
qu’au spirochéte typique. 

Il est donc prouvé que, dans les cultures agées, le développe- 
ment des spirochétes se réalise par fragmentation intégrale ou 
partielle des parasites, par émission de granules des spiro- 
chétes typiques et par division des spirochétogénes. Ce mode de 
développement est peut-étre di a l’appauvrissement du milieu 
de culture en matiéres nutritives, peut-étre aussi aux produits 
toxiques libérés a la suite du développement du parasite ainsi 
qu’a la suite de la lyse, de la dégénérescence de nombreux para- 
sites. Or, que voyons-nous dans l’organisme au cours de la 
syphilis? Dans les lésions du début, les spirochétes typiques 
abondent, fourmillent. Dans les lésions tardives, les spirochéles 
typiques sont souvent rares, on y constale des formes anor- 
males, et des parasites en dégénérescence et surtout des spiro- 
chétogénes, et des formes minuscules. Voila pourquoi nous 
avons découvert le spirochétogéne syphilitique et les formes 
minuscules du spirochéte pale d’abord dans les lésions tardives. 

Il faudrait cependant établir une distinction. L’organisme ne 
peut étre assimilé aun tube de culture. Suivant son age, une 
culture est plus ou moins riche en microbes jeunes, en formes . 
évolutives ou involulives. Dans l’organisme, les lésions se 
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trouvent souvent 4 différentes périodes de leur évolution, el, 
suivant que les lésions sont a leur début ou a leur déclin, les 
parasites s’y montrent plus ou moins nombreux et typiques. I! 
arrive aussi que le méme sujet présente a la fois les lésions du 
début et les lésions tardives. Les parasites se présentent alors 
sous des aspects différents. Dans celles-ci, ils sont nombreux et 
typiques, et dans celles-la plus rares et souvent alypigues. Un 
exemple frappant nous est aussi offert par I’étude de I’hérédo- 
syphilis précoce. I] n’est pas trés rare de trouver chez les nou- 
veaux-nés syphililiques en méme temps des lésions du début et 
des lésions tardives de la syphilis acquise. Eruptions cutanées 
érythémato-érosives et des gommes volumineuses au niveau 
des viscéres particuligrement. Nous avons observé récemment 
encore un cas ou, en méme temps que les lésions cutanées, il 
existait une volumineuse gomme du pancréas. Or, dans les 
lésions cutanées, les spirochétes typiques, & nombreux tours de 
spire, fourmillaient alors quwils étaient trés rares, introuvables 
pour ainsi dire dans la gomme. Dans celle-ci, il n’existait que 
des spirochétes courts, a tours de spire réduits et surtout des 
formes minuscules et des spirochétogénes. Chez le méme sujet 
donc, suivant lage de la lésion, suivant les tissus infectés, 
telles ou telles formes parasitaires dominent. Dans la paralysie 
générale, maladie essenliellement chronique ow le parasite pro- 
céde par foyers, l’imprégnation argentique des zones du cortex 
fournit des images fort différentes. On trouve chez le méme 
sujet des foyers en pleine activité avec de nombreux spirochétes 
typiques et des zones ow les parasites typiques sont rares, 
introuvables, mais on y constate des formes anormales, surtout 
des formes minuscules et des spirochétogénes. 

La démonstration de ces formes éclaircira, nous n’en doutons 
point, des probleémes jusqu ici obscurs, insolubles (1). 

ll était intéressant, avons-nous pensé, de décrire en détail le 
mode de division du Spirocheta pallida qui montre toute 
limportance du granule i filament, du spirochétogéne syphili- 
tique. Qu’on nous permette d’insister encore une fois : le gra- 
nule a filament, le spirochétogéne n’est pas une forme minus- 


(1) Placentas syphilitiques, formes minuscules du tréponeme et ultra-virus 
syphilitique. C. R. de l’Acad. des Sciences, 200, 1935, p. 1439. 
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cule du spirochéte, mais le germe du parasite de la syphilis. 
Ce granule peut se diviser en tant que spirochétogéne; il peut 
évoluer aussi vers la forme & un tour et puis vers celles a deux,, 
trois tours de spire qui, elles, sont. déja de minuscules spiro- 
chétes. Et nous avons des raisons pour affirmer que, dans: 
Vorganisme, c’est- le spirochétogéne qui résiste aux antisyphili- 
tiques. Le spirochétogéne, c'est donc aussi la forme de résis~ 
lance du virus syphilitique: (4). 


(1) La lecture du texte permet. linterpxétation des figures : fiz. 1 (oceul. 
Leitz3, obj. 4 immers. Leitz 1/16): paralysie générale; fig. 2, gommes. Om 
y trouve’ reproduits, volontairement sans ordre, des figures de division de 
spirochetes, des formes. minuscules — 4 deux tours, a un.seul eb méme & 
moins d'un tour — des spirochétogénes avec leur mode de division. 


UTILISATION DES MICROBES DANS LA LUTTE 
CONTRE LES INSECTES NUISIBLES 


par S. METALNIKOYV et S. S. METALNIKOV (fils). 


INTRODUCTION. 


I n'est pas besoin de nos jours de démontrer l'importance et 
la nécessilé de lutter contre les insectes nuisibles. Toutes les 
plantes dans. le monde entier souffrent d'un méme fléau : les 
insectes. La France perd chaque année jusyu’a 10 milliards 
de francs & cause des imsectes nuisibles, sans compter les 
sommes formidables dépensées pour Vachat d’insecticides 
et pour tous les autres moyens de défense utilisés actuelle- 
nent. 

Cependant, nous savons que la pullulation des insecles se 
termine souvent, non grace a nos moyens de défense, mais & la 
suite de fortes épizooties, provoquées par les microbes, par les 
champignons ou par les imsecles entomophages. 

Pwisque la nature elle-méme nous donne l’exemple de cette 
lutte contre les insectes nuisibles, pourquoi ne pourrions-nous 
pas suivre cet exemple et utiliser les mémes méthodes? 

Metehnikoff fut un des premiers, en 1878, 4 entreprendre des 
recherches de ce genre. Hn étudiant un coléoptére trés nui- 
sible, Anisoplia austriaca, qui faisait alors beaucoup de ravages 
dans le sud de la Russie, il réussit &isoler des insectes malades 
un champignon tres virulent qu'il appela d’abord Hntomo- 
phora anisoplie, Peu de temps aprés, il retrouva la méme 
maladie sur un autre insecte nuisible Cleonus punctiventris, 
qui commettait beaucoup de ravages dans les champs de: bet- 
teraves. Metchnikotf trouva une méthode pour cultiver ces 
champignons en grande quantité sur les milieux artificiels et 
réussit a infecter les insectes nuisibles. 

Aprés Metchnikoff, de nombreux savants se sont occupés 
de champignons entomophytes et ont cherché des méthodes 
pratiques pour les utiliser dans la lutte contre les insectes 
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nuisibles : Cienkovsky et Krassilstchik en Russie, Le Moult et 
Giard en France, Taxter Forber et Snow, en Amérique, etc. 

Une série de travaux intéressants ont paru en France. 
Picard, dans son ouvrage sur les champignons parasites des 
insectes et leur utilisation agricole, a donné une description 
complate de ces champignons et a signalé les résultats déja 
acquis. Voukossovitch a exécuté en 1925 un travail sur les 
champignons (Spicaria farinosa), qui s’attaquent aux chenilles 
de |'Eudemis, parasite de la vigne. M. Dieuzeide, en 1925, et 
Me Arnaud ont exécutés aussi des recherches sur d'autres 
champignons entomophytes (Beauveria bassiana, Beauveria 
densa, B. globulifera) trés dangereux pour les insectes. Iou- 
manoff avait montré aussi que les chenilles de Pyrausta s’in- 
fectent facilement par les champignons. Il avait également 
constaté que l’infection se fait par la voie tégumentaire. 

Toutes ces expériences démontrent que les champignons 
sont des ennemis terribles pour les insectes et pourraient 
servir dans la lutte contre les insectes nuisibles; malheureuse- 
ment, les champignons entomophytes exigent pour leur déve- 
loppement des conditions spéciales : humidité, température 
favorable, etc. C’est la raison pour laquelle toutes les tenta- 
tives d’appliquer en grand cette méthode pour lutter contre 
les insectes nuisibles n’a donné jusqu’a présent que des résul- 
tats contradictoires. 

La méthode biologique consiste & découvrir et utiliser des 
insectes entomophages, c’est-a-dire des insectes parasites qui 
déposent les ceufs & lVintérieur des insectes nuisibles et en 
conséquence les tuent. 

On a essayé depuis tres longtemps d’utiliser les insectes 
entomophages pour la lutte contre les insectes nuisibles. Cette 
méthode est tres répandue aux Etats-Unis ot ona organisé des 
laboratoires spéciaux pour l'étude et pour lélevage en grand 
des cultures de ces insectes. Certaines espéces intéressantes 
sont importées depuis longtemps d'Europe en Amérique par 
centaines de kilos. Cette technique délicate est excessivement 
cotteuse et exige des spécialistes expérimentés; son efficacité 
est jusqu’a présent douteuse et difficile 4 contrdler. 

Cependant, il existe dans la nature d'autres ennemis des 
insecles nuisibles qu’on doit pouvoir utiliser : les microbes. On 
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sait quels ravages produisent les microbes dans le monde des 
insectes utiles, chez les vers & soie et les abeilles, qui souffrent 
souvent d’épizooties microbiennes. La lutte contre ces microbes 
est extrémement difficile, souvent impossible. Beaucoup d’api- 
culteurs préférent souvent briler les ruches plutdt que de 
continuer la lutte. 

Depuis longtemps, on envisage l’emploi des micrubes pour 
lutter contre les insectes nuisibles; cependant, le nombre des 
travaux sur ce sujet est trés restreint. 

Le travail le plus intéressanta cet égard est celui de d’'Hérelle 
qui isola un microbe trés virulent (Ceccobacillus acridiorum) 
pour les sauterelles (14, 12, 13]. D’Hérelle donne dans son 
mémoire toutes les indications nécessaires pour provoquer 
une épidémie artificielle chez ces insectes. Pour obtenir 
une mortalité suffisante, il faut exalter la virulence du 
microbe par passage. Toutes les tentatives faites pour mettre 
en pratique celte méthode ont donné des résultats fort 
encourageants. Le microbe de d’Hérelle détermine chez les 
sauterelles une vérilable dysenterie, toujours mortelle, qui 
se manifeste par l’expulsion par l'intestin d’un liquide noir. 
D Hérelle a pu créer, a maintes reprises, de véritables épizooties 
artificielles chez ces acridiens, surtout lorsqu’il s’agissait 
d’espéces (Schistocerca) chez lesquelles l’acridiophagie est trés 
développée. 

Des savants ont essayé, dans diyers pays, d’utiliser prati- 
guement le microbe de d'Hérelle. E. Sergent et ses collabora- 
teurs ont fait des expériences en Algérie. EK. Sergent a constaté 
d’abord qu'on peut arriver & exalter la virulence du Cocco- 
bacillus acridiorum de fagon 4 tuer les sauterelles en quatre 
heures en moyenne (46, 47]. 

En pulvérisant des cultures microbiennes sur les gites noc- 
turnes des Stauronotes, il a pu provoquer de fortes épizooties 
aprés quelques jours d'incubation. 

Velu et Boin au Maroc, et Béguet, en Algérie, ont provoqué, 
soit par pulvérisation de bouillons, soit par contamination a 
l’aide de criquets malades, des épizooties trés contagieuses et 
quelguefois trés meurtriéres, mais ils n’ont jamais oblenu la 
destruction complete des groupes contaminés [48, 49]. 

Les résultats obtenus par Killop et Cohn en Egypte, par Pan- 
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tanilli en Italie, et d'autres investigateurs furent encore moins: 
favorables. “ 

Paillot a beaucoup étudié les maladies des insectes. I] a isolé 
toute une série de microbes trés virulents mais aucun  d’eux 
n’a 6té capable de provoquer la mort des insectes par voie 
digeslive, pas méme de ceux qui offrent le moins de résistance 
a Vinfection. C’est pourquoi Paillot est resté trés sceptique: 
sur la méthode d'infection artificielle. Il pense que la conta- 
mination per os ne peut étre réalisée dans les conditions ordi- 
naires et, a plus forte raison, dans la nature [42]. 

Nous avons commencé nos études sur les maladies des: 
insectes et leurimmunité envers différents microbes depuis une 
vingtaine d’années. Nous avons démontré que les inseetes. 
résistent tres bien aux microbes les plus pathogtnes pour: 
Vhomme et les animaux supérieurs (tuberculose, lépre, 
diphtérie, etc.). Par contre, ils sont souvent trés sensibles aux: 
saprophytes non virulents pour les mammiféres, tels que 
Bacillus subtilis, anthracoides, proteus, etc. {26}. 

Tous ces faits prouvent que les insectes sont admirablement: 
armés pour lutter contre les maladies infectieuses. Et cepen- 
dant, ils souffrent d’épizooties. 

Nous avons eu plusieurs fois l’occasion d’étudier des épi— 
zoolies chez les mites des abeilles (Galleria mellonella) (24). 

Toutes les chenilles mouraient en deux ou trois jours; aucune 
ne réchappait. 

L’ensemencement sur bouillon au gélose du sang des che— 
nilles malades ou mortes a permis d’isoler une série de 
microbes. Chaque maladie était généralement’ provojuée: par 
une association des microbes, un batonnet sporogéne et um 
microbe particulier pour chaque cas. Mais c’est surtout les 
batonnets qui sont virulents pour les-chenilles. . 

V. Chorine a fait l’analyse de ces microbes et il'a démontré 
lexistence de quatre bactéries, qui provoquent les: épizooties: 
des chenilles: Bacterium galleria, n° 4, 2, 3, & (6). 

Nous avons essayé de contaminer les chenilles-perosen mélan- 
geant I’énrulsion de ces microbes avec la cire dont se nourrit: 
cet insecte. Nous avons obtenu une grande proportion de che~ 
nilles malades et mortes avec des cultures. fraiches. Mais: pew 
de temps aprés, la virulence des microbes diminuait® rapide— 
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ment et disparaissait. Les microbes ne conservaient leur viru- 
lence que par injection dans Ja cavité du corps de l’insecte. 

Nous avons ew l’occasion d’étudier une épizootie sur les che- 
nilles de Lymantria dispar, ew ¥Yougoslavie. 

Parmi des centaines de chenilles, nous en avons !rouvé un 
nombre assez grand qui é6laient malades ou mortes d'une infec- 
tion microbienne. 

Nous avons pu isoler plusieurs microbes intéressan's, sporo- 
genes et asporogénes. Lun d’eux a surtout attiré notre atten- 
tion: c’est un bacille qui donne un beau pigment rouge sur 
eélose ordinaire: 

Nous avons étudié plusieurs fois les épizooties sur les 
Ephestia kuhniella, les.vers roses. de coton(Gelechia gossipiella), 
les Pierides, les courtillitres (Gryllota/pa vulgaris) et nous 
avons isolé une série des microbes, trés pathogénes pour ces 
insectes. 

Nos expériences entreprises en collaboration avec V. Cho- 
rine, sur les Pyrausta nubilalis Hbn, ont donné des résultats 
intéressants [28, 29, 34, 32). 

La pyrale de mais, introduite de ’Kurope en Amérique du 
Nord, s’y est répandue rapidement et y cause de grands dégals. 
En: Europe, ot son expansion reste généralement limitée, il 
existe certainement des facteurs génants pour son développe- 
ment (insectes parasitaires, maladies microbiennes, etc.). 

Parmi les milliers de chenilles que nous avons examinées, 
beaucoup étaient malades ou mortes. L’analyse microscopique 
du sang de ces chenilles nous a toujours montré la présence 
d’un nombre considérable de microbes, parfois en culture pure, 
parfois: associés par deux ou trois & la fois. En ensemengant le 
sang des chenilles malades sur gélose ordinaire, nous avons pu 
quelquefois:obtenir du premier coup les cultures des microbes 
em question. 

Quw’il' s'agisse d’imsectes ou d animaux supérieurs, nous 1gno- 
pons: presque complétement les causes qui, modifient dans un 
sens ow dams un autre la marche des épizvoties, en exallant ou 
alténuant les microbes. 

Les expériences qui vont étre décrites font partie d'une étude 
densemble: sur les maladies: de Galleria mellonella, Pyrausta 
nubilalis, Ephestia kuhniella, Pieris brassicae, Gelechia gosst- 
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pieli, et d'autres insectes. Elles sont destinées 4 fournir des 
bases scientifiques pour la lutte contre les insectes nuisibles. 
Dans ce but, nous avons fait un grand nombre d’expériences 
avec différents microbes pathogénes et avec des microbes 
saprophytes. 


METHODES UTILISHES AU COURS DE NOS RECHERCHES. 


Pour étudier Ja virulence des microbes, il faut établir d’abord 
des méthodes précises pour titrer Ja virulence. 

Les chenilles de la mite des abeilles sont particuliére- 
ment désignées pour les expériences les plus variées. Aussi, 
elles pullulent prodigieusement au laboratoire et donnent 6 a 
7 générations par année. Elles sont extrémement vivaces et 
résistantes. De plus, elles supportent trés bien les températures 
élevées (37°-40°). En injectant les chenilles, il faut prendre 
garde de ne pas endommager les organes internes, surtout 
Yintestin. C’est pourquoi il faut introduire le bout de la 
pipette effilée avec beaucoup de précaution sur le cété de la 
chenille. 

Nous faisons les injections au moyen de la pipette de Pas- 
teur graduée et courbée, dont chaque division correspond 
approximativement & 1/100, 1/200, 1/400 de centimétre cube. 

Pour avoir une graduation exacte, nous opérons dela maniére 
suivante : nous prenons 0 c.c. 1 d’eau distillée stérilisée et 
nous l’aspirons dans une pipette Pasteur dont la partie fine doit 
étre d’un diamétre constant. Le point owt s’arréte l'eau aspirée 
est marqué dun trail et Pespace entre ce trait et le bout de la 
pipette est divisé en 10 parties égales. On obtient ainsi une 
pipette graduée en 1/100 de centimetre cube. En injectant la 
moitié ou le quart de chaque graduation, on peut introduire 
1/200 et 1/400 de centimetre cube. Le bout doit étre tras effilé. 
Nous opérons toujours sur la veilleuse du bec de Bunsen. 
Une fois que la chitine est percée, il faut introduire la pipette 
parallélement a I’6piderme sans l’enfoncer trop. Pendant cette 
opération, on tient la chenille entre le pouce et l’index de la 
main gauche sans la trop presser. En observant toujours la 


graduation et en soufflant doucement, on arrive & injecler des 
quantités précises. 
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PREPARATION DES SMULSIONS DE MICROBES. — On prend une 
culture de vingt-quatre & quarante-huit heures sur gélose 
inclinée et on I’émulsionne dans 1 cent. cube d’eau physiolo- 
gique. A partir de cette émulsion mére, on prépare (avec 1 cent. 
cube d'eau physiologique) plusieurs émulsions de plus en plus 
faibles en ajoutant T ou IL gouttes de I’é6mulsion iniliale dans 
les tubes contenant chacun 1 cent. cube d’eau physiologique. 

Si la nature des microbes est inconnue, on commence par 
préparer les trois émulsions suivantes. On prend trvis tubes 
stériles & hémolyse ot on ajoute 1 cent. cube d’eau physiologique. 
Dans le premier, on ajoute une anse, dans le deuxiéme, I goutte, 
dans le troisitme, X gouttes de |’émulsion mére. On injecte 
plusieurs chenilles avec 1/160 de centimétre cube de chacune 
des émulsions. Si, par exemple, les chenilles résistent 4 l’injec- 
tion de la premiére et de la deuxiéme dilulion, tandis que la 
troisiéme les tue, on cherche a préciser la dose mortelle en pré- 
parant des émulsions contenant : III, V, VII et IX gouttes de 
(émulsion mére dans 1 cent. cube d’eau physiologique. La 
dose minimum mortelle trouvée reste constante, si les condi- 
tions des expériences ne varient pas (température, dge des 
cultures, dge et poids des insectes). La surface de la gélose 
doit étre aussi de la méme grandeur. Si le tube a essai est plus 
volumineux, la surface de la gélose étant plus grande donne 
une émulsion beaucoup plus épaisse et plus riche en microbes. 

Il y a encore une méthode beaucoup plus précise : c'est la 
numération des microbes au cours de ces recherches, mais 
cette méthode est assez compliquée et prend beaucoup de 
temps. Toutes ces précautions sont nécessaires surtout pour 
étude de l'immunité acquise qui n’est pas toujours trés forte. 

Nous mettons les chenilles injectées dans de petits bocaux en 
verre avec quelques morceaux de papier filtré plisse. 


Prise pe sanc. — Pour prendre du sang, on se sert d’un tube 
capillaire ouvert d’un coté et trés effilé de l'autre. On intro- 
duit ce tube d’un cété de la chenille, & la limite de deux seg- 
ments, et le sang monte dans le tube. En injectant Je sang d’un 
insecte contaminé A un autre, on peut faire des passages ct 


renforcer ainsi la virulence du virus. 
Si on veut recueillir du sang sltérile en assez grande quan- 
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tité, on met les chenilles dans de eau phéniquée a2 ou 3p. 100 
pendant trois a.dix minutes. Aprés on peut les transporter pen- 
dant un temps trés court dats |’éther ou dans l'eau oxygénée. 
nsuite il faut procéder de da fagon suivante : on coupe avec 
les ciseaux stériles une des pattes et, en pressant légérement dla 
chenille, on peut recevoir dans un tube effilé plusieurs goutles 
de sang. De 30 & 40 chenilles, on peut obtenir ainsi prés de 
| cent. cube de sang pur. 

Il est curieux de noter qu’aprés cette opération tes chenilles 
ne meurent pas et se rétablissent compléetement. 

Le sang, recueilli dans un petit tube, doit étre recouvert 
d'une couche d’huile de vaseline ou de paraffine, car il s’oxyde 
rapidement a lair et prend une couleur brun-noire. 


CONTAMINATION DES INSECTES. 


Tous les imsecles que mous avons étudiés sinfectent trés 
facilement par injection d’émulsions de microbes dans la 
cavité du corps. C'est ainsi que mous avons ;pu étudier et 
méme déterminer ‘les doses mortelles pour chaque espéce. La 
contamination par la voie buccale se fait plus difficilement 
surtout chez les insectes qui se nourrissent de substances 
souillées. 

L’exemple le plus démonstratif nous est fourni ;par da che- 
nille des mites d’abeilles (Gallerra mellonedla) qui vit dans 
les ruches ou dans les vieux gdteaux de cire. Quand la:nourri- 
ture leur manque, elles mangent des ordures, des cadavres -et 
méme leurs propres excréments. ‘C'est aimsi que dans leur dutte 
pour l’existence elles exercent leurs moyens de défense .et 
deviennent trés résistantes. 

Au contraire, les imsectes qui vivent sur Jes :plantes et 
mangent des aliments propres, des feuilles ou des fruits, sont 
extrémement sensibles aux infections artificielles per os. 

Il suffit demouiller les feuilles avecune émulsion de microbes 
et de les donner & manger aux insectes pour les contaminer. 

Nos expériences de contamination ont é1é faites sur des :che- 
nilles de pyrales de mais au laboratoire dans de petils bocaux 
en verre. Nous avons utilisécomme aliment les tiges de l’armoise 
(Artemisia vulgaris L.) pour nourrir ces chenilles. 
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On sait que l’armoise convient tres bien au développement 
«le Pyrausta. D’aprés Roubaud, cette plante est méme choisie 
de préférence par l’insecte aux environs de!Paris. 

Avant de donner l'armoise aux chenilles, par petits morceaux 
‘de 2&3 centimetres de long, nous avons mouillé ceux-ci avec 
une culture en bouillon owavec une émulsion de spores. Comme 
‘témoins, nous avons ulilisé des chenilles de Pyrausta mises 
‘dans un bocal ‘avec des morceaux de tige (’armoise non 
mouillés par l’émulsion de bactéries. 

Souvent l'ensemencement du sang d'une chenille malade ou 
morte donne du premier coup une culture pure du microbe qui 
a servi a la contamination. 

Les microbes qui ont servi & l’expérimentation, avaient été 
-cultivés & la température de 30°. 

Comme nous l’avons déja dit, les chenilles dont nous 
nous sommes ‘servis pour les expériences ont été trouvées 
<dansiles environs de Paris, aux mois d'octobre et de novembre. 
A ee moment, elles ont déja atteint leur taille maxima. 
Nos expériences sur les maladies de cet \insecte ont été 
effectuées depuis le mois d’octobre jusqu'au mois de juin, 
moment ot les chenilles de la pyrale du mais commencent a 
se ‘transformer en nymphe. 


EriOLOGIE DES MALADIES. 


On na pas constaté, jusqu’a présent, chez les insectes, des 
maladies comparables a la diphtérie ou au tétanos, ot les 
microbes, étant localisés dans une partie trés limilée du corps, 
agissent par des toxines sécrétées dans le milien ambiant. On 
sait que la mort des insectes infectés survient ordinairement a 
la suite d’une seplicémie ou plus rarement & cause de l’intoxi- 
ation par les endotoxines libérées au moment de la destruction 
des microbes. 

La pullulation des microbes dans le corps des insectes est 
un carac‘ére commun & toutes les maladies bactérivnnes des 
insectes que nous avons étudié jusqu’a présent. Sur les coupes 
ou les frottis, on trouve toujours une quantilé énorme de 


anicrobes. 
Nous avons étudié spécialement dans une série de travaux 
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les maladies des insectes et les facteursde défense ou de l'immu- 
nité (1). 

L’invasion des microbes dans la cavité du corps est toujours 
accompagnée de réactions de défense trés typiques : phagocy- 
tose, formation de cellules géantes, de capsules et d’abcés (1). 

Quand ces réaclions de défense sont empéchées par les sub- 
stances toxiques sécrétées par les microbes, ou par d’autres 
causes, les phagocytes se désagrégent el la maladie évolue trés 
rapidement, souvent en quinze & vingt-quatre heures. 

Aprés sa mort, l’insecte noircit, se décompose assez vite. 
Avant de mourir, il salit avec ses déjeclions les plantes. Cest 
ainsi qu'il contamine ses voisins et produil des épizooties. 

Puisque tous les insectes ont la peau imperméable aux 
microbes, la contamination se fait presque exclusivement par 
la voile buccale. 

Cependant, nous avons étudié avec Chorine une épizootie 
parliculiérement intéressante, provoquée par un petit insecte, 
Dybrachys, qui est parasite des chenilles d’un grand nombre 
d'insectes. En piquant les chenilles de la mite d’abeilles avec 
sa tariére, le Dybrachys leur inoculait en méme temps les 
microbes (1). 

Il a suffi d’éliminer le Dydrachys de la culture de Galleria 
mellonella pour arréter l’épizootie. 


CONSERVATION DE LA VIRULENCE DES MICROBES. 


D’Hérelle a observé que le Coccobacillus acridiorum cultivé 
sur la gélose perd trés rapidement la possibilité de contaminer 
les sauterelles per es. De méme nous avons indiqué qu'il est 
possible d’infecter les chenilles de{Gadleria mel/onella L., avec 
la culture du Bacterium gallerizjn° 2, récemment isolé de che- 
nilles malades ou mortes. Aprés repiquages; sur, les milieux 
artificiels, cette propriété du microbe disparait presque com- 
plétement, bien qu’il reste trés virulent a l'injection. 

Pour éviter l’action du repiquage fréquent, nous avons réen- 
semencé nos cultures le plus rarement ‘possible. Méme dans 
ces conditions, certains microbes perdent leur,/virulence’ au 


(1) S. Meratyikoy : Liinfection microbienne et l’immunité chez Galleria 
mellonella. Monographie de l'Institut Pasteur. Masson, éditeur. 


LUTTE CONTRE LES INSECTES NUISIBLES 719 


bout de quelques mois, et n’infectent plus les chenilles de 
Pyrausta per os. 

De tous ces faits, il ressort qu’il est trés difficile, et méme 
pour certains microbes impossible, de conserver la propriété 
dinfecter les insectes per os en les cultivant sur les milieux 
artificiels ordinairement employés en bactériologie. 

Nous avons essayé le milieu du D* Truche. C’est un milieu 
préparé avec du sérum dilué de cheval et qui est excellent. I] 
conserve trés longtemps la vitalité des microbes, méme des 
microbes sporogenes, néanmoins la virulence diminue avec 
le temps. 

Nous conservons actuellement nos microbes sporogénes 
a l'état: de spores. Nous avons démontré que les spores 
conservent leur virulence plus de trois ou quatre ans. Malheu- 
reusement, nous avons commencé 4 utiliser cette méthode 
trop tard quand beaucoup de microbes sporogénes, que nous 
avons isolés des insectes nuisibles, avaient déja perdu sensible- 
ment de leur virulence. 


INFLUENCE DES PASSAGES SUR LA VIRULENCE DES MICROBES, 


On sait, d’aprés de nombreuses expériences chez les verté- 
brés, que le passage des microbes par l’organisme d’individus 
appartenant & une méme esptce augmente leur virulence vis- 
a-vis de cette espéce. Chez les invertébrés, les expériences 
analogues sont beaucoup moins nombreuses, et les résultats 
oblenus par différents auteurs ne sont pas concordants. 

D’Hérelle, Sergent et Lhéritier ont démontré que les passages 
exaltent sensiblement la virulence de Cocevbacillus acridiorum, 
et tous les investigateurs ont couramment employé ce procédé 
des passages pour exalter la virulence, lors de l’application 
pratique de ce microbe dans la lutte contre les sauterelles et 
contre les stauronotes; tandis que Paillot a obtenu des résultats 
moins décisifs. 

- Nos expériences ont porté sur deux microbes : Coccobacillus 
pyrauste et le Bacterium galleriez n° 2. Les passages ont été 
faits sur les chenilles de Pyrausta nub.; les chenilles ont été 
infectées par piqdre sous la peau, avec le bout effilé d’un 
tube capillaire en verre. Nous avons ainsi infecté les chenilles 
Annales de UJnstitut Pasteur, t. 55, n° 6, 1935. 48 
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les unes apres les autres sans isoler les microbes sur les milieux 
artificiels. : 

Nous avons poursuivi les passages pendant plusieurs mois. 

La mortalité des chenilles infectées par Je Coceobacillus 
pyrauste avec la souche initiale et les cullures, aprés 
douze, trente et cinquante passages, n’a pas sensiblement 
changé. 

Des résultats tout a fait concordants ont été également 
obtenus avec le Bacterium gallerie n° 2. 

La méthode de passage est un trés bon moyen pour conserver 
la virulence initiale. Mais quand le microbe a perdu sa viru- 
lence, il est trés difficile de la renforcer au méme degré. 
Peut-étre faudrait-il continuer les passages pendant de nom- 
breux mois en évitant de contaminer l’insecte par d'autres 
microbes. 


ACTION DE L’OXYGENE DE LAIR SUR LES MICROBES. 


Comme on le sait le sang des insecles s’altére et s’oxyde trés 
rapidement a lair, prend une teinte noiratre et devient toxique 
pour les insectes. 

Leur sang est trés pauvre en oxygéne, et dans le cas d’infec- 
tion, les microbes s’y développent dans les conditions dune 
anaérobiose plus ou moins stricte. La plupart des microbes 
que nous avons étu Jiés jusqu’a présent sont anaéorobies facul- 
tatifs et, & ce point de vue, I’étude des microbes anaérobies 
présente le plus grand intérét. Malheureusement cette étude 
n’a pas encore été accomplie, et il n’existe, & notre connais- 
sance, aucun travail spécial touchant celle question. 


Nous avons cru intéressant d’étudier si la virulence des mi-. 


crobes, dont nous parlons ici, varie d'une maniére appréciable 
dans les conditions d'une anaérobiose plus ou moins stricte de 
la culture. 

Nos expériences ont &¢lé effectuées en collaboration avec 
Chorine sur le Coccobacillus pyrauste et le Bacterium gallerie 
n° 2. La virulence des microbes a été étudiée;par la détermi- 
nation des chenilles de Pyrausta nubilalis Hbn, per os. 


Dans toutes les expériences, nous avons utilisé comme mi- - 


lieu de culture le bouillon de viande peptoné, et nous nous 


Ve 
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sommes servis pour les cultures anaérobies de la méthode de 
absorption de l’oxygéene par l’acide pyrogallique. 

Les cultures de microbes se sont développées a latempérature 
de 30°, et les expériences de contamination ont été faites éga- 
lement a 30°. 

Si l'on calcule le pourcentage des chenilles mortes pendant 
toutes ces expériences, & la suite d’une infection donnée, par 
les cultures qui ont poussé en aérobiose ou en anaérobiose, 
on obtient, pour le Coccobacillus pyrauste, les chiffres sui- 
vants : 

Les cultures anaérobies font meurir 83 p. 100 de chenilles, 
tandis que les cultures poussées en présence de l’air font 
mourir 71,4 p. 100 de ces insecles. 

Pour le Bacterium galleriz n° 2, les cultures anaérobies pro- 
voquent l’infection mortelle per os chez 84,6 p. 100 des che- 
nilles de Pyrausta; les cultures aérobies ne la provoquent 
gue dans 62,6 p. 100 des cas. 

Ces expériences préliminaires montrent la nécessité d’étu- 
dier |’action de l’oxygéne sur la virulence des microbes. 

Il est certain que le degré de l’anaérobiose est trés impor- 
tant. Les cultures que nous avons faites dans les conditions 
les plus strictes d’anaérobiose commengaient & perdre leur 
virulence. La détermination des quantités optima d’oxygéne 
resle encore a éludier. 


Action pu PH. 


Chorine en continuant ses travaux dans notre laboratoire, a 
démontré [influence de Vacidité du milieu sur la virulence 
Coccobacillus pyraustz, isolé des chenilles de Pyrales de Mais. 

La mortalilé des chenilles, quand on les contaminait per os 
avec ce microbe, ne dépassait pas généralement 60 p. 100. 

Pour augmenter la mortalité des chenilles, il a essayé 
d’exalter la virulence du microbe et pour cela il a étudié en 
premier lieu l’influence de la concentration ionique du milieu 
de culture. 

Comme milieu de culture ona utilisé le bouillon de viande 
peptoné, ajusté a différents pH depuis pH 6,5 jusqu’a pH 8,2, 
a des intervalles de 0,3 ou 0,4 pH. La détermination de la 
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concentration en ions & été faite d’apres la méthode colorimé- 


trique de Michaelis. 
Comme précédemment, la culture des microbes et toutes les 


expériences ont été exécutées a la température de 30°. 
Dans cet ordre d’idées, nous ne citerons qu’une expérience 
trés démonstrative, faite sur 450 chenilles de Pyrausta. 


ExpérIgNCE N° 6. — Huils lots de morceaux de tige d’armoise commune (Ar- 
lemisia vulgaris) ont été mouillés avec des cullures de 24 heures du Coe. ob. 
en bouillon peptoné ordinaire a différents pH. Chaque lot a été mis dans un 
bocal avec 10 chenilles de Pyrauséa. (Les cullures pures du microbes qui ont 
servi a infecter les chenilles ont été obtenues en ensemengant sur la gélose 
le sang des chenilles malades ou mortes’. 

Nous avons obtenu les résultats suivants : 


RICHESSE 
de | APRES 48 HEURES | APRES 6 JOURS 
développement 
de la culture | 


» C0, 9, ae oe f mortes vivantes. morte. 8 vivantes. 
OSD. O Ce, Aad mortes. vivantes. morte. 8 vivantes. 
OXON riiied 3 mortes. vivantes. mortes. | 4 vivantes. 
SKOXONE NG a te mortes. vivante. 
XONENCI(EXA\ |) 5 mortes. vivantes. morte. 6 vivantes. 
XOXO cd ed: morte. vivanles. morte. 9 vivantes. 
XENON: PAPE morte. vivantes. morte. |{0 vivantes. 
n stérile. vivantes. morte. |10 vivantes. 


Dans l'ensemble, cette expérience montre que le bouillon a 
pH 7,2 donne les meilleurs résultats. D'ailleurs nos observa- 
tions ont été derniérement confirmées par B. Husz, & Buda- 
pest, quia étudié influence de Lacidité du milieu sur le B. thu- 
ringtensis Ber. 


MiLieUX DE CULTURE. 


En continuant nos travaux sur les maladies microbiennes de 
Pyrausta nous avons cherché les milicux et les méthodes les 
plus pratiques pour préparer les microbes en trés grandes quan- 
lités? Ces travaux ont été faits par M™° Ermolaieff. 

Les milieux préparés sur bouillon de viande coiteraient trop 
cher, c’est pourquoi nous avons donné la préférence aux milieux. 
végétaux. 
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Nous avons commencé par le bouillon de pomme de terre. 
Nous avons pris 306 4 500 grammes de pommes de terre que 
nous avons coupées en petils morceaux et laissé macérer une & 
deux heures dans 1 litre d’eau que nous avons fait bouillir 
ensuite pendant vingt minutes. Aprés avoir passé le liquide 
sur un tamis ou sur un linge, nous y avons ajouté de la 
peptone (1 p. 100), puis nous avons stérilisé, neutralisé 
(pl 7,2), ete., comme d’ordinaire. Avec ce bouillon nous 
avons préparé des milieux liquides et solides en ajoutant du 
glucose. 

Nous avons essayé d’abord 4 milieux liquides, & base de 
bouillon de pomme de terre : 

1° Bouillon de pomme de terre pur. 

2° Bouillon de pomme de terre +- glucose (1 p. 100). 

3° Bouillon de pomme de terre +- peptone (1 p. 100). 

4° Bouillon de pomme de terre + peptone (1 p. 100) + glu- 
cose (4 p. 100). 

Nous avons ulilisé, comme d@habitude, pour nourrir les che- 
nilles de Pyrausta, la tige de l’armoise vulgaire. Avant de 
donner les tiges d’armoise aux chenilles par petits morceaux de 
2 a3 centimétres, nous les avons mouillées avec une culture de 
microbes faite sur bouillon additionné de différentes substances 
nutritives. 

Voici les résultats de nos expériences failes avec des cullures 
de B. thuringiensis de 48 heures. Pour chaque expérience nous 
avons pris 10 chenilles. 


APRES 24 HEUNES APRES 48 HEURES 

a _aae a 

Mortes Vivantes Mortes Vivantes 
leBouuloncorginalres ya ts.) 10 5 10 » 


10 » 


cs 


II. Bouillon pomme de terre. 6 
III]. Bouillon pomme de terre 


Sli IX OUO SAG) Solty we 8 2 10 » 

IV. Bouillon pomme de terre 
ehePlUucOSGa mee a+ «ei 5 ) 4 a} 

V. Bouillon pomme de terre, 
3 i 8 2 


glucose et peptone... 3 


Nous ayons répété les mémes expériences avec des cultures 
de B. gallerie# n° 2. 
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APRES 24 HEURES APRES 48 HEURES 
Se Fe na egal 
= Mortes Viv niles Mortes Vivantes 
J. Bouillon ordinaire; .. . . 10 » » » 


II. Bouillon pomme de terre. 10 » » » 
III. Bouillon pomme de terre 


eb pep loners wane wena 9 \ 40 » 
IV. Bouillon pomme de terre 

Ol PAGO 6 a So 6 6 < 4 6 5 » 
V. Bouillon pomme de terre, 

glucose et peplone... 5 3 6 4 


Ces expériences nous démontrent que les meilleurs résultats 
furent obtenus avec Je mélange de bouillon de pomme de terre 
et peptone. Le glucose semble au contraire, diminuer la viru- 
lence et cependant toutes les cultures que nous avons faites 
avec le glucose, donnaient toujours une culture plus riche en 
microbes que celles faites sans glucose. 

Puisque la fermentation du glucose est accompagnée de la 
production d’acide, nous avons pensé que c'est cet acide qui 
diminue la virulence de la culture. 

Les expériences qui suivent démontrent l’exactitude de notre 
hypothése. La neutralisation des acides par les sels de calcium, 
ou méme la diminution de la quantilé de glucose, a renforcé 
la virulence des cultures d'une facon trés sensible. 

Voici quelques-unes de nos expériences faites avec le B. thu- 
PINGLENSLS. 


APRES 24 HEURES apres 48 HEURES 
I a a ee 
Mortes  Vivantes Mortes  Vivantes 
I. Bouillon pomme de terre. 3 3 5 4 
II. Bouillon pomme de terre et 
IO MONS Sb og wb oc 2 4 6 » 


III, Bouillon pomme de terre, 
peplonne, glucose et cal- 


IV. Bouillon pomme de terre, 
peptone et glucose 40,259, 4 


to 
lor) 


Nous avons fait également des expériences avec d’autres 
milieux végétaux & base de levure et de son; les résultats 
ont été trés favorables. 

On prenait 50 & 60 grammes de levure pour 1 litre d’eau- 
Aprés avoir laissé macérer pendant une heure, on faisait bouil- 


wee 
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lir pendant vingt minutes. Aprés avoir passé le liquide sur un 
tamis ou sur un linge, on a ajouté de la peptone (1 p. 100) et du 
glucose (0,25 p. 100). Le mélange était stérilisé a 115° pendant 
dix minutes et ajusté a pH-7,2. 

Avec ce bouillon nous avons préparé des milieux liquides 
et solides qui ont donné des résultats suivants : 

Culture de B. ga/leriz n° 2, sur bouillon de levure. 


APRES 24 HELRES APRES 48 HEURES 

oe el SS ee 

Mortes Vivantes Mortes Vivantes 
1. Bouillon levure pure... 10 » » » 

IJ. Bouillon levure, peptone et 

ClUCOSe ae sap es 9 1 10 ) 
Ill. Bouillon levure et glucose. 5 5 8 » 
IV. Gélose-levure....... 10 » » » 


Toutes les expériences suivantes que nous avons essayées aycc 
d'autres végétaux ont donné des résultats semblables. 


Priear ation DES SPORES EN POUDRE. 


Pour préparer les spores séches en grandes quantil’s nous 
utilisons des grandes boites de Roux. En cing a dix jours aprés 
lensemencement, toute la surface de la gélose est couverte 
d'une couche épaisse de microbes qui se transforment assez 
vile en spores. En raclant la surface avec un peu d’eau distillée 
(25 a 50 cent. cubes pour chaque boite de Roux), nous pou- 
vons recueillir de grandes quantités de spores pures en 
émulsion épaisse. 

Pour réduire les spores a l'état de poudre fine, il faut ajouter 
aux émulsions obtenues du tale ou de la fécule (5 & 10 grammes 
par boite) et dessécher le tout a l’étuve pendant vingt-quatre 
ou quarante-huit heures. En triturant avec précaution les 
erumeaux obtenus dans un mortier, on obtient des poudres 
irés fines. 

Nous avons préparé ainsi des poudres de B. gallerie n° 2, 
B. thuringiensis, B. pyrauste, et d’autres microbes pathogénes 


pour les insectes. 
Nous avons utilisé les spores, soit sous forme de poudre que 
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nous avons pulvérisée sur les plantes, soit sous forme d’émul- 
sions, faciles & préparer en mélangeant les spores séches dans 
une quantité déterminée d‘eau. 

Toutes nos expériences avec les spores ont été faites au com- 
mencement sur des chenilles de Pyrausta trés bien conservées 
en hiver dans des tiges de mais ou d’armoise. 

Voici quelques-unes de ces expériences, ol nous voyons que 
nos microbes conservés sur des milieux solides ou liquides 
perdent peu ® peu leur virulence, tandis que les spores séches 
conservent leur virulence trés longtemps. 


Expérience 36. — 10 chenilles sont placées dans un bocal avec des morceaux 
de tiges d’armoise, mouillés et recouverts de spores de B. thuringiensis 
isolé récemment. 

Vingt-quatre heures aprés, 8 mortes et 2 vivantes. 

Quarante-huit heures aprés, 10 chenilles mortes. 


Expérigence 37. — 5 chenilles sont mises en contact avec des morceaux de 
tiges d’armoise couverts de spores séches de B. cazaubon. 

Vingt-quatre heures aprés, 1 morte et 4 vivantes. 

Quarante-huit heures aprés, 2 mortes, 3 vivantes. 


Expgérisnce 38. — 5 chenilles sont mises en contact avec des morceaux de 
tiges de mais mouillés et couverls de spores séches de B. galleriz isolé 
récemment. 

Vingt-quatre heures aprés, 5 chenilles sont mortes. 


Exrérience 414. — 5 chenilles sont mises dans un bocal avec des morceaux 
de tige de mais mouillés et couverts de spores séches (avec du talc) de 
B. thuringiensis préparées depuis trois mois. 

Ouarante-huit heures aprés, 4 mortes, 1 vivante. 


Cing jours apres, 5 mortes, 


Exprkrence 43. — 5 chenilles sont mises en contact avec des morceaux de 
lige d’armoise mouillés et couverts de spores séches de B. ephestix pré- 
parées depuis six mois. 

Vingt-quatre heures apres, 2 mortes, 3 vivantes, 

Quarante-huit heures aprés, 5 mortes. 


Expérignce 47. — 10 chenilles sont mises en contact avec des morceaux de 
tige de mais mouillés avec une émulsion de spores de B. galleriw n° 2, 
préparée depuis deux semaines. 

Vingt-quatre heures apres, toutes les chenilles sont mortes. 


Expérience 48. — 10 chenilles sont mises en contact avec des morceaux de 
tige de mais mouillés dans une émulsion de B. thuringiensis préparée 
depuis six semaines. 


Vingt-quatre heures aprés toutes les chenilles sont mortes. 
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Expérience 49. — 5 chenilles sont mises en conlact avec des morceaux 
darmoise mouillés avec une émulsion de B. thuringiensis préparés et 
conservés depuis deux ans en poudre. 

Vingt-quatre 4 quarante-huit heures aprés toutes les chenilles sont mortes. 


Expérience 54. — 10 chenilles sont mises en contact avec des morceaux 
d@armoise mouillés avec une émulsion de B. cazaubon conservée depuis 
douze mois sur des milieux nutritifs. 

Quarante-huit heures aprés, 4 mortes et 6 yvivantes. 

Cing jours aprés, 7 mortes et 3 vivantes. 


EXPERIENCE 52. — 10 chenilles sont mises en contact avec des morceaux de 
tige d’armoise mouillés avec une émulsion de spores séches de B. cazaubon 
conservées a l’état sec plus de deux ans. 

Quarante-huit heures aprés, 8 chenilles mortes et 2 vivantes. 

Cing jours aprés, 10 chenilles mortes. 


ExpéRIENCce 53. — 10 chenilles mises en contact avec des morceaux d'armoise 
mouillés avec une émulsion de spores de B. thuringiensis, conseryées depuis 
plus de quatre ans. 

Quarante-huit heures aprés, 6 chenilles mortes, 4 vivantes. 

Cing jours aprés, toutes sont mortes. 


Toutes ces expériences démontrent netlement que les 
spores séches de microbes se conservent trés bien, pendant de 
longues années, sans perdre de leur vilalité, ni de leur viru- 
lence. 


ETUDE DES MALADIES PATHOGENES POUR LES INSECTES. 


Nous avons étudié plus de 200 microbes sur les insectes. 
Tous ces microbes peuyent étre répartis en trois groupes. Le 
premier groupe comprend les microbes envers lesquels les 
chenilles possedent une immunité extraordinaire. Dans ce 
groupe se trouvent les microbes les plus dangereux pour les 
mammiferes : bacilles tuberculeux humain et bovin, tétanos, 
lépre, diphtérie, trypanosomiase, péripneumonie, etc. 

Le second groupe comprend les microbes pour lesquels les 
chenilles jouissent d'une immunité moins forte. Elles ne résis- 
tent pas & de fortes doses ; elles succombent dans les premitres 
vingt-quatre ou quarante-huit heures. Par contre, elles sup- 
portent des doses plus faibles et guérissent tres rapidement. 
Parmi les microbes quiappartiennent a ce groupe, il faut noter 
ceux du choléra, de la dysenterie, le gonocoque, le bacille 


728 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


typhique, le paratyphique, la bactéridie charbonneuse, le bacille 
de Danysz, etc. 

Le troisitme groupe comprend des microbes auxquels les 
chenilles sont trés sensibles et vis-a-vis desquelles elles ne 
manifestent aucune immunilé. Inoculés méme a trés petites 
doses, ils provoquent toujours une infection mortelle. Ce 
groupe contient les microbes les plus inoffensifs pour les 
animaux supérieurs : le Bacillus subtilis, Vanthracoides, le 
Proteus, le Vibrio metchnikovi. La virulence dépend des races 
des microbes. 

En comparant les trois groupes de microbes, on est frappé 
par ce fail étrange, que les chenilles sont réfractaires aux 
microbes pathogénes les plus virulents pour les animaux supé- 
rieurs ; en méme temps, elles sont trés sensibles aux microbes 
saprophytes. 

En outre, les chenilles sont trés sensibles aux microbes qui 
ont été isolés des insectes malades et morts, comme par 
exemple les coccobacille de d’Hérelle, Bacillus alver, Bacillus 
zotto, Bacillus galleriz, B. ephestiz, etc. 

De tous les microbes essayés, les moins virulents sont les 
bacilles tubercuJeux. 

Les hacilles tuberculeux, si bien protégés par leur capsule 
cireuse, si résistants et si dangereux pour l’homme et de 
nombreux animaux, sont complétement inoffensifs pour les 
chenilles. On peut leur injecter des quantités formidables de 
bacilles tuberculeux les plus virulents sans produire aucun 
trouble. Ce qui est surtout important, c’est que tous ces bacilles 
tuberculeux sontcomplétement digérés et détruits en quelques 
jours (22, 23, 25, 26}. 

Les microbes qui provoquent des épizooties naturelles chez les 
insectes nuisibles sont encore trés peu étudiés. Cependant cette 
question peut avoir une trés grande importance pratique en ce 
qui concerne la lutte contre ces insecles. Nous donnons ci- 
dessous la description et l’analyse de quelques microbes, les 
plus virulents pour les insectes, que nous avons isolés. Comme 
nous l’avons dit plus haut, nous avons étudié pour la premiére 
fois les épizooties sur les chenilles de Galleria mellonella. Des 
&% microbes que nous avons isolés, les plus intéressants sont 
les Bacterrum gallerie n® 2 et 3. 
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La culture n° 2 que nous avons obtenue pendant !’épizootie 
de 1922 se rapproche beaucoup de Bacterium megatherium; 
mais il s’en distingue par l’absence de dégagement d’H?S, par 
de trouble non homogéne du bouillon, par l’action sur le petit- 
lait tournesolé qu'il décolore complétement, par sa taille plus 
petite et, enfin, par sa virulence pour les animaux supéricurs 
(rats, cobayes, lapins). Il tue les chenilles per os en vingt-quatre 
heures. Les principales propriétés de ce microbe sont signalées 
dans le tableau I. Nous proposons pour ce microbe le nom de 
B. galleriz n° 2 n. sp. 

Culture n° 3. Cette culture, obtenue du microbe isolé en 
1923 de chenilles malades, constitue aussi une espéce nou- 
velle. Les propriétés de ce microbe le rapprochent du Bacillus 
subtelis et du Bacterium mesentericus, mais il se distingue de 
ces derniers par sa spore lerminale, ainsi gue par son action 
sur les sucres. Il se distingue aussi du Bacterium pseudotetani 
et de Bacillus alver par la forme de ses spores trés allongées et 
particuliérement par les caractéres de son développement sur 
un grand nombre de milieux nutritifs. Il est évident que ce 
microbe représente une cspéce nouvelle, pour laquelle nous 
proposons le nom de Bactertum galleriz n° 3n. sp. 

Nos expériences entreprises, en collaboration avec nos éléves, 
sur les chenilles de ia pyrale du mais ont donné des résultats 
trés intéressanls. 

Nous avons recu des milliers de chenilles de Pyrausta de 
différents pays : du Canada, de Yougoslavie, d'Italie et de plu- 
sieurs régions de France. 

Mais ce sont surtout les chenilles recues des Pyrénées qui 
nous ont donné les résullats les plus intéressants. Toutes ces 
chenilles étaient malades ou mortes. Il s’agissait donc d’une 
véritable épizootie. 

En examinant les chenilles mortes, nous avons toujours pu 
distinguer trois types de cadavres, soit complétement noirs, 
soit bruns ou légérement colorés en rose. 

L’étude microscopique des microbes que nous avons isolés 
de ces trois types de cadavres nous a montré que nous avions 
affaire A trois maladies différentes. Nous donnons ici la des- 
eription de quelques nouveaux microbes intéressants, provo- 
quant ces maladies mortelles. 
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Bacterium pyrenei n° 1 n. sp. (noir). — Ce microbe a été 
isolé de chenilles noires. [1 était toujours associé & des micro- 
coques et & des coccobacilles peu virulents. C'est un batonnet 
long, sporulé, Gram positif. Les spores sont ovoides et se 
forment vers l’extrémité du microbe. C’est un microbe anaérobie 
facultatif. 

Caractéres des cultures. — Le microbe pousse bien sur 
bouillon ordinaire. Vingt-quatre heures aprés |’ensemence- 
ment, il donne un trouble homogéne. Aprés quarante-huit 
heures, se forment un anneau et une pellicule qui tombent au 
fond. Sur gélose, le microbe donne une pellicule séche a bords 
irréguliers. Le lait est coagulé en deux ou trois jours. Le lait 
tournesolé ne se décolore pas. Le petit lait se décolore vers le 
cinquiéme jour. Sur pomme de terre, on obtient une couche 
jaunatre. 

Le sérum coagulé est liquéfié. Pas d'action sur le blane 
d’cuf. Notre microbe fait fermenter sans production de gaz : 
le saccharose, le glucose, le lévulose, trés peu le maltose et il 
n’agit pas sur le galactose, le lactose et la mannite. 

Aclion sur les insectes, — C’est un des microbes plus virulents 
que nous ayons eu en notre possession. Les chenilles de 
Pyrausta et autres lépidoptéres, infeclées per os par une souche 
virulente, mouraient souvent en dix ou quinze heures. Les 
chenilles mortes prenaient une teinte noire, foncée. Comme 
nous |’avons vu, ce microbe a provoqué une €pizootie, la plus 
terrible chez les Pyrausta. Plus de 2.000 chenilles venant des 
environs de Pau étaient attaquées par ce microbe. 

Bacterium pyrenei n. sp. (brun). — Ce microbe fut isolé de 
chenilles mortes de teinte brune. Il était toujours associé & 2 
ou 3 microbes peu virulents (microcoques et bacilles) dont nous 
ne donnerons pas la description ici. 

Morphologie. — Grand batonnet sporulé trés mobile : Gram 
posilif. Les spores ovoides se forment au milieu. Il pousse trés 
bien a la lempérature du laboratoire et & 25-30°. Aprés vingt- 
quatre heures, il donne un trouble dans le bouillon ordinaire. 
Aprés quarante-huit heures se forment un anneau et une pelli- 
cule. 

Ce microbe donne sur gélose une pellicule séche, opaque, 
un peu brillante. Il tue les chenilles de Pyrausta per os en 
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vingt & vingt-quatre heures. Les chenilles mortes prennent une 
teinte brune. 

Bacterium pyrenet n. sp. (rose). — Ce microbe fut isolé des 
chenilles de Pyrausta ayant pris aprés la mort une teinte brun 
rosatre. 

C’est un grand batonnet a bouts arrondis, mobile, sporulé, 
Gram positif. Les spores ovoides se forment au milieu du 
microbe. Il pousse bien sur bouillon ordinaire et donne un 
anneau et une pellicule a la surface. 

Sur gélose il donne une membrane siche et opaque. 

Ce microbe est trés virulent pour les chenilles de Pyrausta 
qu il tue per os en vingt-quatre heures. 

Nous avons eu l'occasion de recevoir encore un lot de che- 
nilles tres malades des Pyrénées (environs de Cazaubon). La 
plus grande partie de ces chenilles étaient mortes et nous 
avons isolé de ces cadavres 2 microbes d’une grande viru- 
lence : 

Bacterium cazaubon n° 1 n. sp. — Ce microbe fut isolé de 
chenilles mortes noires recues des Pyrénées. 

Morphologie. — Grand batonnet dont les bouts sont découpés, 
immobile, sporulé, Gram _ positif. Les spores, ovoides, se 
forment au milieu. 

Caractéres des cultures. — Le microbe pousse bien a la tem- 
pérature de 25-30° et & celle du laboratoire. I] donne un trouble 
homogéne dans le bouillon et forme en vingt-quatre a qua- 
rante-huit heures un dépét au fond du tube. Sur gélose, il 
donne une membrane mate, séche, qui forme des plis & la sur- 
face. Sur pomme de terre, i] donne une couche séche, mate. 
Pas d'action sur le blanc d’euf. Dans l'eau peptonée, il ne 
donne pas d'indol. Notre microbe fait fermenter sans produc- 
tion de gaz le glucose et le galactose, trés peu le saccharose, le 
lévulose, le maltose et Ja mannite ctil n’agit pas sur le lactose. 
C'est un microbe des plus virulents. II tue les chenilles per os 
en dix 4 douze heures. 

Bacterium cazaubon n° 2 n. sp. — Ressemble beaucoup, par 
ses caracteres morphologiques et physiologiques, au microbe 
précédent. Il est trés virulent pour les Pyrausta et ne différe 
de l’autre microbe que par des caractires insignifiants. 

En 1930, nous avons eu l’occasion d’étudier une épizootie 
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microbienne trés grave chez les chenilles de Lymantria dispar 
qui produisent des ravages formidables dans les foréts et les 


jardins en Yougoslavie. : 
Tasteau 1. — Microbes trés virulents pour les chenilles. 
VIRULENTS VIRULENTS 
per os par injection 
LeBe galleria le 9. tenes ++++ ++4+4+-+ 
2 IB) HOU COOPEIEOS & om a mg 6 6 ++44+ ++4+4 
Be Men eONWEOee Gs ne a cco ++4++ tt4+H+ 
A OCHLOKN TDRSS © 5 ooo eee 4+4+ +44+ 
lo Wis POVTNHO WEAS. oo, co bonne ++++ +++-+ 
(hs [oi OHM VGUNTO VE, 4) 2s 5 lee ++4+4++ ++4+ 
Tk (BucCOZODOR=% Ans ee aaa +++4 t+44 
Sh BY cazanbonen® 2 2 a aa. +44 +444 
9. Be laumandrtze. 8 eh =P SPS SES RSS 
NOB RUSSO. seamen) omar beoe aes +4++4++ +++4++ 
AL Biigelec hice Ws Tae. tad as +4 so ee 
12, B.. gelechi# m5. ... 1. «; t4i44 Jer oe at 
3° 3Bi Lballe ae.c oe at eet ee eee +++ +++-+ 
44. Vibrion Leonardie (aspor).. +++ wooo ge ak 
45. Coecobac. Ell. (aspor). ~ . - ++ see S 
16. Coccobac. rouge Ket (aspor). 44 4++44 
TasLeau Il. — Microbes peu virulents ne donnant la maladie 
que par injection. 
VIRULENTS VIRULENTS 
per os par injection 
hit Bagatlerte mel som vane st neo en +44 4 
US a See CGH ED NOC. Sg SAS Ge ok 0 Seale ie 
ys SOP UCC ND I oe ey ar SG U Jc tle 
20° B pyrausta-me3) 2 | a4 2. i farsa Sei a EL 
ORE WOR TROL Sern s AeA Oe ) =e 
22. B. anacridium rose . . ee. ) Spee e 
23. De Uma wert | AUe aie) eee eet) Jeet 
ZA AB UORO LS: 19 13a. neta een eee 0 fh 
25, Micrococcus gallenis =). . sae th 2s 
25-8 Micrococcus Murats kn am neta) ++ 
Dil, Bie OUST ee einen mee ce cae 0 aE Sais 
23. Be GPGS' OUD Fe ete it, eee oe 0 slo 
29> Bhs Opesy NOS s Sahn A ce Meese ee ee 0 +++ 
Mortalité: tres) forte (100 pr 100}. 2) 2 ese =e = 
Mortalilé moins forte (80 p. 100). . +++ 
Mortalilé moyenne (50 p. 100)... ++ 
Mortalilé faible (20 p. 100). .... + 


Parmi des centaines de chenilles recues, nous en avons trouvé 
un nombre assez grand qui étaient malades ou mortes d’une 
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infection microbienne. Deux microbes surtout ont attiré notre 
attention : un bitonnet sporulé Gram positif et un bacille qui 
donne un beau pigment rouge sur gélose (Bac. rouge Ket. ). 

Nous avons isolé plusieurs fois de chenilles malades et 
mortes d’Epiestia kuhniella (que nous avons trouvées a Paris 
et en Egypte), des microbes trés pathogénes, qu’on connait 
sous le nom de B. thuringiensis. D’aprés les analyses que nous 
avons faites, il y a strement plusieurs races ou espéces de ces 
microbes intéressants. 

Nous avons eu occasion d’étudier les épizooties sur les 
vers roses du coton (Gelechia gossypie/la) en Egypte. Au 
cours de ces épizooties, nous avons isolé plusieurs microbes et 
nous avons finalement séleclionné 2 baoilles sporogénes tres 
virulents pour les vers roses. (38, 39, 41). 

Nous avons vu plusieurs fois des infections pathogénes et 
des 6pizoolies sur plusieurs autres insectes (Pieris brassice, 
Hyponomeuta, etc.) et nous avons isolé une grande quantité de 
microbes. Nous avons complétement rejeté tous les microbes 
non sporogénes, car ces microbes n'ont aucune valeur au point 
de vue pratique. Les microbes non sporogénes sont trop 
fragiles en dehors de lorganisme; ils ne résistent ni aux rayons 
solaires, nia la sécheresse. 

Voila pourquoi nous avons sélectionné et étudié uniquement 
les microbes sporogénes. 

Malheureusement, les microbes sporogénes perdent aussi, 
avec le temps, leur virulence, si on les conserve sur la gélose 
et sur les milieux liquides. Avant de se transformer en spores, 
ils passeat plusieurs jours dans un milieu artificiel qui les 
affaiblit (1). C’est ainsi que chaque réensemencement diminue 
peu a peu leur virulence. 

Comme nous !’avons démontré, les spores séches, en poudre, 
peuvent conserver leur virulence des mois ct des années. C'est 
pourquoi il est beaucoup plus pratique de les conserver en 


poudre. 
Les cultures de notre collection ont perdu partiellement ou 


(1) Tous les microbes pathogénes sont adaptés au milieu naturel, c’est- 
4-dire dans le sang ou les organes des animaux. Dans les milieux arti- 
liciels ils conservent la faculté de se reproduire, mais ils perdent souvent 
leurs caracléres iniliaux et surtout leur virulence. 
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complétement leur virulence per os, mais elles conservent 
encore leur virulence par injection. Par passages, on peut ren- 
forcer la virulence, mais nous n’avons jamais pu arriver a 
atteindre le titre initial. La meilleure méthode de conserver 
la virulence, consiste dans les passages ininterrompus d'un 
insecte & l'autre. Mais celle méthode prend beaucoup de temps, 
surtout s'il y a plusieurs microbes. 

Voici la liste des microbes pathogénes que nous avons isolés 
jusqu’a présent des différents insecles (tableaux I et II). 

D’apreés ce tableau, on voit que tous ces microbes peuvent 
étre répartis en deux groupes. 

Le premier groupe comprend les microbes trés virulents, qui 
provoquent une maladie mortelle per os. 

Le second groupe comprend les microbes moins virulents. 
Ils ne donnent la maladie que par injection et jamais per os. 

Les microbes, que nous avons isolés des chenilles de Galleria 
mellonellu, de Pyrausta, d’Ephestia et de vers rose du colon 
sont particulicrement pathogénes per os pour beaucoup de che- 
nilles. Tous ces microbes sont sporogénes. (Voir sur le tableau 
III l'analyse des microbes. ) 

Nous donnons ci-dessous la description de quelques expé- 
riences que nous avons faites au laboratoire. 


ExpérteNce 46, — Des morceaux de tiges d’armoise ont été mouillés pen- 
dant une demi-heure avec une émulsion de B. galleriw n° 2 (Une culture de 
trois jours sur gélose, émulsionnée dans 5 a 10 cent. cubes d’eau). Ces mor- 
ceaux ont élé ensuite placés dans un bocal contenant 10 chenilles (a 30°). 

Aprés vingt-quatre a quarante huit heures, toutes les chenilles sont mortes. 


Expérience 48. — La méme expérience avec B. thuringiensis. 
Toutes les chenilles sont mortes aprés vingt a trenle heures. 


Exeprigence 51. — La méme expérience avec le B. pyrenei n° 1. 
Toutes les chenilles sont mortes aprés vingt et trente heures. 


ExpérteNce 74. — Avec des spores séches de B. russes. (Microbes isolés 
de pyrales de mais malades ou mortes recues de Russie.) 


Aprés vingt-quatre et quarante-huit heures, toutes les chenilles sont 
mortes. 


Exprrimnce 75. — Avec des spores de B. Cazaubon, 

Apres vingt-quatre heures, toutes les chenilles sont mortes. 

Nous avons répélé les mémes expériences aprés deux ans. Les cultures 
étaient conservées sur la gélose inclinée. 


Ill. 
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Exrérience 110. — 20 chenilles sont infectées per os par une émulsion de 


B. Cazaubon. 

Toutes des chenilles sont morte’ en trois et quatre jours. 

Les aulres microbes conservés sur la gélose, et, réensemencés plusieurs 
fois, ont donné les mémes résultats : diminution considérable de Ja viru- 


lence. 
Au contraire, les microbes qui étaient conservés en spores ont conservé 


pendant trés longtemps leur virulence. 


Nous avons essayé d’appliquer nos cultures a la lutte contre 
quelques autres insecles nuisibles. . 

Nous avons fait d’abord des expériences avec Aporia crataeget, 
Pieris brassice, Vanessa urtice. Les chenilles qui avaient mangé 
les feuilles mouillées par nos cultures devenaient malades et 
mouraient en deux et six jours. 

Nous avons fait les mémes expériences a |'Inslitut d Hygiéne 
de Zagreb, en Yougoslavie. Grace 4 Jobligeance de 
M. le D* Bortchitch, directeur de cet Institut, et de ses colla- 
borateurs, M. Baranolf et M. Kalitch, nous avons pu avoir un 
grand nombre de chenilles de Lymantria dispar et d'autres 
chenilles nuisibles, et nous avons pu faire nos expériences 
dans des conditions trés favorables. Nous en cilerons ici 
quelques-unes : 


Eyrgérience 18. — 20 chenilles de Lymaniria dispar ont mangé des feuilles 
mouillées avec une émulsion de B. Pyrenei et B. Cazaubon. 


HO: SUM E eS ead Sekai toate Commencement de l’expérience. 

44 FOUR a ne ee ae eeOTtese 48 vivantes. 

12 JUNG, te eee ee Ce 8 — 12 “= 

OBC Onin fa ile ty a2 ee ee ay we 

Ma PUBS cee 5. we: Buea ete arenes 20 — 0 _ 
ExpséRipNcE 21. — 20 chenilles de S/t/pnotia salicis ont mangé des feuilles 


mouillées avec une émulsion de P. huringiensis. 


HOST CWS eeete Slt Tasos ..... Commencement de l’expérience. 
LISTON. 7 ey) eee eh ee OR LOMCC SS 47 vivantes. 
Koja DD ee Eke coer e ss core Ye — 8 — 
A'9: UD, ss hace he ee ee eee 19 — 4 — 
2.0] MATS iy ee pe acts yee el _ 0 _ 

Expérience 40. — 10 chenilles de Lymantria dispar ont mangé des feuilles 


mouillées avec une émulsion de B. rubrum K et isolée de Lymantria malades. 


VEVANLEN NET Amor Shag vs 3 er oo 5 mortes, 3 vivantes. 
2a Wy Seay oes cro gt 6 marae _ 3 — 
26 aAUING bape ee x sapaell aera wy 0 — 
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Expérience 25. — 10 chenilles de Lymaniria ont mangé des feuilles 
mouillées par les spores de B. thuringiensis. 
Quatre jours aprés, toutes les chenilles étaient mortes. 


Expirience 26. — 10 chenilles de Saturnia pavonia ont mangé des feuilles 
mouillées par B. pyrene: (noir). 

Le jour suivant, les chenilles étaient trés malades; elles sont mortes 
‘quatre jours aprés. 


Expgrrence 31. — 10 chenilles de Pieris brassice ont mangé des feuilles 
mouillées avec des émulsions de B. thuringiensis, B. Cazaubon et B. pyrenei 
(noir). 

Deux jours aprés, toutes les chenilles sont mortes. 


Expertence 32. — 20 petites chenilles de Bombyx mori ont mangé des 
feuilles mouillées avec l’émulsion de B. Cazaubon et B. pyrenei. Le jour sui- 
vant, les chenilles étaient malades; elles sont mortes trois jours plus tard. 


Expérience 33. — 20 petites chenilles de Bombyx mori ont mangé des 
feuilles mouillées avec !’émulsion de B. thuringiensis et B. Cazaubon. 
Quatre jours aprés, toutes les chenilles sont mortes. 


EXPERIENCE 34. — 20 chenilles de Pierzs brassice ont mangé les feuilles cou- 
vertes de spores séches de B. thuringiensis, B. pyrenei el B. Cazaubon. 
Trois jours apres, toutes les chenilles sont mortes. 


Expérience 39. — 20 chenilles d’Aporia crategi onl mangé les feuilles 
mouillées avec une émulsion de B. Cazaubon et B. pyrenei. 
Deux jours aprés toutes les chenilles sont mortes. 


Exetrience 85. — 10 chenilles de pyrale de la vigne (GEnophlira pilleriana) 
ont mangé des feuilles de vigne mouillées avec une émulsion de B. ephvstiz. 

Deux jours aprés, 9 chenilles sont mortes, 1 chenille est transformée en 
echrysalide. 


Experience 86. — La méme expérience sur 10 chenilles de Pyrale de la 
vigne infectées par des spores de B. Cazaubon. 
Trois jours aprés, 9 chenilles mortes, 4 vivante. 


Expértence 89. — 10 chenilles de Bombyx neustrien ont mangé les feuilles de 
pommier trailés par des spores de B. ephestiz. 
Trois jours aprés, 7 chenilles mortes, 3 vivantes. 


Expérience 90. — 10 chenilles de Hyponomenta mallinella ont mangé des 
feuilles de pommier mouillées avec une émulsion de B. ephestiz et 


B. Cazaubon. 
Aprés trois jours, 8 chenilles mortes, 2 vivantes. 


Nous avons essayé nos cultures sur les insecles suivants : 
1. Pyrausta nubilalis (pyrale de mais). 
2. Pieris brassice (parasite des plantes potagéres). 
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. Galleria mellonella (mite des abeilles). 

Ephestia kuhniella (parasite de la farine). 

Lymantria dispar (parasite des arbres). 

. OEnophtira pilleriana (pyrale des vignes). 

Bombyx neustrien (parasite des pommiers). 

. Hyponomeuta ma/tinella (parasite des pommiers). 
9. Gelechia gossyprella (parasite du coton). 

10. Bombyx mort (ver a sole). 

11. Aporia crategt. 

12. Vanessa urtice. 

Les chenilles de tous ces lépidoptéres mouraient assez vite 
apres avoir mangé des feuilles mouillées avec des émulsions de 
nos microbes. Nous avons essayé nos microbes sur d'autres 
insectes : sauterelles, coléoptéres, mouches, elv., mais nous 
n’avons pu obtenir de résultats positifs. 

Tout récemment nous avons eu loccasion d’étudier une 
épizootie chez les courtilléres (Grydlotalpa vulgaris), Ces insectes 
sont trés répandus dans les Jardins maraichers, ou ils produisent 
de formidables dégats. Ils creusent des galeries superficielles 
& 10 et 15 centimétres au-dessous du sol. Les femelles amé- 
negent des nids sous la terre dans lesquels elles déposent de 
200 a 300 ceufs. 

Nous avons commencé des recherches sur les courtilléres 
afin d’étudier ’immunité et les maladies chez ces insectes. 

Nous avons gardé nos courtilléres au laboratoire dans des 
caisses contenant de la terre; elles y ont trés bien vécu un 
certain temps, mais, un jour, nous les avons toutes trouvées 
mortes. Celles que nous avons placées ensuite dans la méme 
caisse se sont également contaminées et sont mortes. 

L’étude de leur sang nous a permis de constater que la mor-. 
talité a été produite par deux microbes : un grand batonnet 
sporogéne Bacterium gryllotalpe et un coccobacille tres volu- 
mineux (Cuccobacillus gryllotalpe). 

Bacterium gryllotalpe nov. sp. — C'est un batonnet long 
sporulé ; Gram positif. Les spores sont ovoides et se forment 
au milieu de ce microbe. Le microbe pousse trés bien a la tem- 
pérature du laboratoire. Il donne un trouble homogéne sur le 
bouillon. Aprés vingt-quatre ou quarante-huit heures, il se - 
forme un anneau et une pellicule qui tombent au fond. Sur 
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gélose, le microbe donne une pellicule opaque s®che, a bords 
irréguliers. 

Coccobucillus gryllotalpe nov. sp. — Cest un microbe immo- 
bile, non sporulé, dont l'aspect est différent suivant les milieux ; 
dans les cultures sur gélose, les microbes se présentent sous la 
forme ovoide, souvent unis par deux. Dans le sang de Gryl- 
lolalpa, ils sont beaucoup plus grands et se colorent plus inten- 
sivement a ses extrémités par toutes les couleurs basiques. Ils 
ne prennent pas le Gram. 

Ce microbe donne un trouble homogene sur le bouillon, en 
formant une pellicule et un anneau. Sur gélose, il donne des 
colonies rondes jaunatres aux bords irréguliers. 

Action sur les insectes. — Les deux microbes sont trés patho- 
génes pour les courtilliéres, séparément et ensemble. Les cour- 
tilliéres se conlaminent trés facilement par injection et per os. 
Nous avons fait une série d’expériences : si on dépose sur la 
bouche de la courtilli¢re une goutte d’émulsion de microbes, elle 
l’avale et se contamine & coup sur; elle meurt en deux ou trois 
jours. Nous avons pu en contaminer trés facilement en leur don- 
nant de la nourriture mouillée avec une émulsion de microbes. 
Etant donné qu'un des microbes est sporogene, les courtil- 
liéres peuvent se contaminer aussi par les déjections d insectes 
malades et par les cadavres qui se décomposent dans la terre. 

Les nombreuses recherches que nous avons faites sur divers 
insectes démontrent quwils s'immunisent trés facilement. I] 
suffit souvent d’injecter une petite dose d’une culture chauffée 
pour obtenir en quinze ou vingt-quatre heures une immunité 
solide envers le microbe donné. 

La question se pose done de savoir si la facilité avec laquelle 
sacguiert l’immunité oppose des obstacles insurmontables 
a Vemploi des métholes bactériologiques pour lutter contre 
les insectes nuisibles. Pour résoudre cetle question, nous avons 
entrepris une série de recherches sur l’immunité des chenilles 
de Pyrausta. 

Comme nous l’avons vu, les chenilles de Pyraus/a s'immu- 
nisent trés facilement contre les microbes peu virulents. Aucune 
de nos tentatives d’immunisation des chenilles contre les 
microbes sporogines les plus dangereux (B. gallerie#, B. ephes- 
tiv, B. Cazaubon) n’a donné de résultats positifs. 
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Les chenilles prétendues immunisées mouraient souvent plus 
vite que les chenilles non immunisées. Nous avons essayé 
toutes les méthodes usuelles: immunisation par les vaccins 
chauffés, tués, alténués; par des cultures trés vieilles, par 
ingestion, etc. : les résultats ont toujours été négatifs. 

L’étude du sang sur des frottis nous a démontré que tous ces 
microbes ne sont pas phagocytés. Ne trouvant pas de résistance 
dans l’organisme, les microbes se multiplient avec une grande 
rapidité et l’animal meurt de septicémie en quinze a vingt- 
quatre heures. Cette chimiotaxie négative des phagocytes envers 
les microbes sporogénes trés virulents est peut-étre la raison 
principale pour laquelle ’immunité ne s’acquiert pas. 

ll existe une différence trés marquée entre les chenilles de 
Pyrausta et les chenilles des mites des abeilles (Gallerte mel- 
lonella) que nous étudions depuis trés longtemps. 

Alors que les chenilles de Pyrausta sont extrémement sen- 
sibles & toutes sortes de maladies infectieuses, les chenilles de 
Gallerie se caractérisent par une résistance extraordinaire 
envers les microbes les plus dangereux. Nous avons vu avec 
quelle facililé les Pyrausta s'infectent par la voie buccale-. 
Presque dans chaque région ot nous avons étudié les Pyrausta 
nous avons pu isoler de ces insectes des microbes plus ou 
moins pathogénes pour eux. Au contraire, il est presque impos- 
sible d'infecter les chenilles de Ga//erze par la voie buccale ; 
nous n’ayons pu les voir maiades ou mourant d’une infection 
microbienne naturelle que trés rarement. 

Quelle est la cause de cette difference ? Nous pensons que les 
conditions dans lesquelles vivent ces deux insectes suffisent & 
nous en donner l’explication : les chenilles de Pyrausta vivent, 


comme on le sait, dans les tiges de mais ou d'autres plantes ;- 


elles y pass‘nt presque toute leur existence et s’y trouvent 
bien protégées contre les microbes et autres parasites. Les 
chenilles de Gallem@e vivent dans les ruches et dans les vieux 
giteaux de cire. Quand la nourriture leur manque elles 
mangent des ordures, leurs cadavres et méme leurs propres 
excréments. Elles sont toujours entourées d’ennemis contre 
lesquels elles sont obligées de lutter continuellement. C’est 


ainsi que dans cette lutie pour l'existence elles exercent leurs 


moyens de défense & Vextérieur et a l'intérieur de leur orga- 
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nisme. De cette manitre, elles élaborent petit A petil une résis- 
tance — ou immunité — renforcée contre leurs ennemis et 
cette immunité devient héréditaire. 

Nous observons la méme chose dans les sociétés humaines : 
d’aprés des travaux récents, nous savons que les habitants des 
grandes villes sont beaucoup plus résistants envers certaines 
maladies — la tuberculose en particulier — que les peuples sau- 
vages qui habitent loin des centres peuplés et n’ont pu exercer 
leurs moyens de défense dans la lutte contre les microbes. 

Ces considérations concordent bien avec les idées du grand 
biologiste francais Lamarck quia fait connaitre une loi fonda- 
mentale de la vie: l’exercice, le travail renforcent les organes 
et ses fonctions; ]'inaction, au contraire, alfaiblit ’organisme 
et n’aboulit qu’a sa dégénération. 


EssAlS SUR LES CHAMPS. 


Pour étre plus stir gue les expériences de laboratoire ont une 
valeur pratique, il fallait les répéter dans les conditions natu- 
relles, c’est-a-dire sur les champs. 

Nous avons pu exéculter ces expériences pendant |’été 1929 
au Jardin botanique de Zagreb, grace a la bienveillance ct 
au concours de M. Vouk, directeur du Jardin botanique, et du 
D* M. Hergula. 

Le champ d’expérience du Jardin botanique, mis a notre dis- 
posilion, avait été ensemencé pendant les derniers jours du mois 
d’avril avec de la « dent de cheval » non sélectionnée, l’espéce 
de mais la plus cultivée en Yougoslavie et surtout aux environs 
de Zagreb. 

Les expériences furent exécutées en juin et en juillet. Des 
expériences préliminaires nous avaient montré que les cultures 
en bouillon donnent de moins bons résultats. Les cultures 
avaient done été faites sur la gélose nutritive ordinaire. Pour 
déterminer le liquide qui convient le mieux pour |’émulsion, 
nous avons fait une série d’expériences avec des bouillons, des 
solutions de peptones, de gélatine, de l’eau physiologique, ete. 
C’est l'eau ordinaire qui nous a donné les meilleurs résultats 
C’est pourquoi nous l’ayons utilisée pour préparer toutes les 
émulsions. 
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Les expériences ultérieures nous ont démontré que les vieilles 
cultures de microbes sporulés (de cing & dix jours) donnent de 
meilleurs résultats que les cuttures de vingt-quatre 4 quarante- 
huit heures, qui contiennent peu de spores. 

Nous avons préparé nos cultures dans des tubes, sur gélose 
ordinaire. Le contenu de chaque tube était émulsionné dans 
100 cent. cubes d'eau; il nous a servi pour arroser deux plantes 
de mais. La concentration optima de |’émulsion reste encore a 
déterminer. Pour chaque expérience, nous avons pris 15 plantes 
qui furent arrosées avec des pulvérisaleurs. Trois a dix jours 
apres cette pulvérisation, nous avons infecté les plantes avec de 
petites chenilles de Pyrausta. Chaque plante a recu 30 chenilles. 
Comme contréle, nous avons infecté par le méme procédé 
15 plantes qui n’étaient pas pulvérisées avec les émulsions de 
bactéries. 


Tasteau 1V. — Nombre de chenilles trouvées sur 15 plantes traitées 
et non traitées (témoin). 
Traitées par B. thuringiensis n° 1 ......; 2t chenilles. 
Praitées par iB. ephesitc ane acne 20 — 
Traitees pars scanadens?s = ane aenernee 99 -—- 
Draitees pareBn Gia Lien wns ueuce amano 167 — 
Trailées par Coccobac. pyrauste ....... 163 _ 
Traitées parnmel any Goce w.me sarees erence 64 _ 
15 plantes nonitraltéesicn. eens e eee 257 —_ 


Le mais fut récolté le {°° septembre. Le nombre des chenilles 
fut compté sur chaque plante infectée. Les chiffres obtenus 
sont des plus démonstratifs. Nous donnons dans le tableau IV 
le nombre de chenilles trouvées sur les plantes traitées et non 
traitées. I] est trés intéressant de noter que les chenilles 
trouvées & l'intérieur des tiges des plantes traitées par les 
microbes étaient trés petites et chétives, souvent deux fois plus 
petiles que les chenilles des plantes témoins. Nous avons trouvé 
plusieurs fois dans les plantes traitées par les microbes des 
chenilles mortes, complétement noires (fig. 1). 

On observe une trés grande différence dans la taille et le 
nombre d’épis fructifiés des plantes traitées ou non trai- 
tées. La figure 2 représente les grains de mais donnés par 
15 plantes traitées ou non traitées. 

Dans le tableau IV, nous donnons le nombre des épis fruc- 


~) 
i 


Fic. 4. — Nombre de chenilles de la Pyrale du mais trouvées sur 5 plantes 


ee par une émulsion de bactéries (4 gauche), et non traitées (a 
* droite). 


Fic. 2. — Quantité de mais récollé sur 15 plantes traitées par les microbes 
(a gauche). Grains fournis par 45 plantes non traitées (a droite). 
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tifiés développés sur chaque plante et le poids moyen de 
100 grains de chacune d’elles. 


TasLeau V. 

NOWPRE ge 100 graios 

(grammes) 
Bactenwium thuringiensis. . - 5... as 1s « 22 36,6 
Bacterium canadensis... -....+. +248. 22 36,6 
Coccobacillus pyrausiry ...... Me Ts, 31,3 
Mélange:desmicrobess 05 =) = 9 mani ee 35,8 
Bacternin galleria m2 se. sen e-em 24 35,6 
Témoins a Sh a2 ae oe ee ee sf, 30,9 


Ainsi que nous l’'avons montré dans nos travaux antérieurs, 
nous connaissons donc plusieurs microbes trés virulents pour 
les Pyrausta. Les expériences que nous avions faites au labo- 
ratoire de l'Institut Pasteur, avec B. gallerix, Coccobacillus 
pyrausie et B. canadensis, nous avaient donné les mémes 
résultats qu’avec le B. thuringiensis. Quelle est done la raison 
pour laquelle, & Zagreb, ce dernier microbe a donné de meil- 
leurs résultats que tous les autres microbes isolés par nous 
de Pyrausta malades et d’aulres insectes? Nous pensons que 
cette différence s’explique par ce fait que les microbes 
d’Ephestie avaient été récemment isolés, alors que tous les 
autres microbes avaient été conservés sur milieux artificiels 
depuis deux ans et méme plus. 

Au printemps de l'année suivante, nous avons repris ces tra- 
vaux au Jardin botanique de Zagreb en collaboration avec le 
D* Hergula et Miss Strail. 

Grace & l’obligeance du professeur Vouk, directeur du Jardin 
botanique, nous avons eu tout ce qui nous était nécessaire pour 
accomplir ce travail : une grande quantité de petites chenilles 
pour l’infection des plantes et un champ d’expérience cnse- 
mencé de mais (/ervatica et dent de cheval); nous l’en remer- 
cions trés sincérement. 

Nous avions préparé tout un programme de travaux pour 
cette année, le voici : 

1° Avant tout, il fallait déterminer lequel, parmi tous nos 
microbes, convient le mieux a la lutte contre les pyrales ; 

2° Quelle est la meilleure méthode de traitement pour les 
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plantes : est-ce avec des émulsions de microbes ou ayec les 
poudres de spores que nous avions préparées? 

3° Oa sait bien que les émulsions ne s’accolent pas A la sur- 
face lisse des feuilles. N’y a-t-il pas des substances qui pourraient 
favoriser cet accolement? 

4° Enfin, nous avons voulu détudier la question des mélanges 
de microbes : faut-il employer un mélange des microbes 
les plus virulents ou n’employer qu'un microbe, le plus 
virulent ? 

Malheureusement, lorsqu’il fallut faire toutes ces expériences, 
au mois de juin, le temps était tres défavorable : la pluie et les 
orages élaient journaliéres; les expériences commencées le 
matin étaient souvent complétement anéanties le soir méme ou 
le lendemain. 

Néanmoins, nous avons pu en réussir quelques-unes, trés 
démonstratlives. 

Nous avons préparé toutes les cultures de microbes en grande 
quantité a l'Institut bygiénique de Zagreb. Grace & l‘obligeance 
du directeur de cet Institut, M. le D' J. Rosuhin et du chef de 
service, le D’ Calitch, nous avons pu avoir & notre disposition 
tout ce qui nous étail nécessaire pour notre travail. Nous les en 
remercions trés sincerement. 

Nous avons préparé la plus grande partie de nos cultures dans 
de grandes boites de Roux, sur gélose de pomme de terre qui 
constitue un milieu exceilent. Quatre & dix jours aprés l’ense- 
mencement, la couche épaisse des microbes de chaque boite 
était raclée et émulsionnée dans 100 cent. cubes d'eau steérile. 
Nous avons conservé ces émulsions assez longtemps dans la 
glaciére. 

Les jours d’expériences, les émulsions méres étaient diluées 
dans de Peau courante a1 p. 10 et a1 p. 20. 

Les plantes étaient pulvérisées au moyen de pulvérisateurs 
spéciaux. Un & lrois jours aprés cette opération, nous avons 
infecté les plantes traitées par des petites chenilles de pyrale de 
mais. Nous en avons placé 30 sur chaque plante. Les plantes de 
controle en ont recu autant. 

Les résultals de ces expériences ont été étudiés a la fin du 
mois d’aott. 


746 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Tasteau VI. — Nombre des chenilles sur les plantes traitées 
et non traitées. 


x 


NOMBRK DES PLANTES NOMBKE DES CHENILLES 


MICROBES 


traitées | attaquées déposées trouvées 


SUCUE STON 6 5 A 8 ee ee 
7 COZGUDOT as. asucsdae enon 
COMUMLOE . 6 eo 0, 2 & 
thuringiensis... .. 
5 OLIUCIADSOS 5 5 Go a 2 
thuringiensis ...... 
. pyrenet n°. 

SLUR ANON eA 6 Gf Boo 
OTMADOO ORIN 6 6 
PY Remer Me Al Sees oege ees 
Sf DURA WO PS 5 & 8 ot 
Emulsion (mélange). 
Emulsion (mélange) . 
Poudre (mélange). .... 
Poudre (mélange). ... . 
Poudre Cazaubon ..... 
PoudreiGallentz= eer 
Poudre Thuring.. . . 


— 


(pluie) . 


~ DOV Oe OE we 
— bo 


(pluie). 


Wo SO ty tt 
— 
Dwr WOe Rr Hwa -VODReTKE wK 


(pluie). 


fee pede pase (sabe fess, patna “aerate be Se ee fe 


OS Se de Co ee ee 4 


= 


(pluie). 
(pluie). 


BUS ee eS 


or 
a 


Plantes non traitées (contrile). 
Plantes non traitées (contrdle). 
Plantes non traitées (controle) 
Plantes non traitées (contrile). 


Total. 


Chaque plante était soigneusement examinée et la quantilé 
de chenilles trouvées dans la tige soigneusement comptée. 

Nous donnons dans le tableau V les résultats observés. 

Toutes les plantes que nous avons traitées par nos microbes 
(mélangés ou isolément), ont tres bien résisté a l’infection 
arlificielle, quoique le temps était tres défavorable & ces expé- 
riences, 

Tandis que les 152 plantes témoins (non traitées) don- 
naient 134 plantes attaquées avec 678 chenilles, les 216 plantes 
traitées n’en donnérent que 57 plantes attaquées avec 105 che- 
nilles. 

Hergula a repris ces travaux en 1931, au Jardin botanique de 
Pye sk avec les spores que nous avions prepares depuis dix et 
méme onze mois. 
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Le mélange n° 1 contenait des spores de B. thuringiensis, 
B. gallerie, B. pyrenei. 

Le mélange n° 2 contenait des spores de B. Cazaubon, B. py- 
renet et B. galleriz. 

Les expériences ont été commencées le 21 juillet 1931 sur 
les champs de mais. Les résultats furent relevés a la fin du 
mois d’aotit. 

Nous donnons sur le tableau VII, l'ensemble des résultats 
obtenus. 


TasLtrau VII. — Plantes traitées par les microbes 
et infectées par les ceufs de la [Pyrale de mais. 


NOMBRE DES PLANTES NOMBRE DES CHENILLES 


treitées altaquées dé osées trouvées 


OSM Clanipemnos ee nae 
2oeNelan gene 20 eee: 


TeOvAL eee 


Plantes non trailtées . . 


Bela Husz a fait les mémes expériences en Hongrie sur des 
champs de mais infectés naturellement par des papillons de 
pyrales de mais. Ces expériences ont été exécutées 4 Felsonyck, 
sur 3.000 plantes, au moment ot les papillons déposaient 
leurs ceufs sur les feuilles du mais (7 juillet 1929). 

Bela Husz utilisait les spores de B. thuringiensis qu’il prépa- 
rait en émulsion (une boite de Petri pour 5 litres d’eau). 

Au mois de septembre, il a étudié les résultats. Tandis que 
sur les plantes traitées, il n’a trouvé que 23 p. 100 d’infectées, 
sur les plantes témoins (non traitées) il y en avait 41 p. 100. 

Mais, en réalilé, les dégats étaient beaucoup plus grands, car 
il avait trouvé sur les plantes témoins beaucoup plus d’épis 
gatés, et des plantes trés endommagées par les chenilles. 

Il a répété les mémes expériences un peu plus lard (le 
24 juillet) sur 2.200 plantes, ot il y avait déja des petites che- 
nilles (une boite de Petri pour 4 litres). Les résultats furent 
encore plus encourageants. 
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Chorine, continuant nos recherches sur les microbes patho- 
génes pour les insectes, a fait un travail important sur 1.400 
eee au College agronomique de Keszthely en Hongrie. 

Les expériences ont porté sur 8 microbes : B. Comeeet 
B. pyrenei n° 1, B. pyrenei n° 2, B. galleriv n° 2, B. thurin- 
giensis. 

Il a obtenu les meilleurs etre avec les B. Cazaubon, 
P. pyrenei et B. thuringiensis. 

Ensuite, il a démontré qu’en utilisant les microbes deux 
semaines apres l'infection des plantes par les petites cheniiles, 
on peut obtenir des résultats tres favorables. 

En commengant notre étude en Egypte, nous avons conslaté 
tout d’abord, que les insectes nuisibles, et notamment les vers 
roses (Gelechia gossypiella), sout trés sensibles aux maladies 
infectieuses. A cerlaines époques, ils sont décimés par des 
é6pizooties ou la mortalité atteint parfois 90 p. 100 et plus. 

Au cours de ces épizvoties, nous avons isolé plusieurs 
microbes (v. fig. 1 et 2). Par des expériences suivies, nous 
avons finalement sélectionné 2 bacilles sporulés, les plus viru- 
lents pour les vers roses, dont nous avons préparé des spores 
séches en grande quantité. 

Nous avons également constaté que les vers roses s infectent 
trés rapidement par les spores de B. cazaubon, isolées sur des 
chenilles de Pyrausta nubilalis, et par les spores de B. ephestix 
isolées sur les chenilles Ephestie malades ou mortes. 

Toutes les spores sélectionnées ont 616 soumises, au com- 
mencement des grandes chaleurs, aux essais de résistance vis- 
a-vis des agents extérieurs et surtout de la lumiére solaire, qui 
exerce en Egypte une action bactéricide et destructive des 
plus énergiques. 

Ces expériences ont démontré que les spores séches en poudre 
peuvent subir une exposition au soleil de plus de vingt jours, 
sans qu’il se produise une diminution notable de leur vitalité ni 
de leur virulence, et ceci dans les conditions les moins favo- 
rables, c’est-’-dire quand elles sont soumises d'une facon con- 
tinue & l’action directe des rayons solaires. 

Comme toutes les expériences d’infection artificielle faites au 
laboratoire ont été absolument positives, nous avons décidé 
d’entreprendre quelques essais directement sur des champs de 
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coton attaqués par les vers roses. Les expériences ont eu lieu 
a partir du 1° juillet 1933 jusqu’au 30 octobre suivant, consé- 
cutivement dans une grande plantation de coton (22.553 métres 
carrés) appartenant a l’Ecole d’Agriculture de Gizeh, prés du 
Caire. 

Le champ d’expérience, de 1.390 matres carrés, a été choisi 
au milieu de cette plantation. I] a été divisé en 42 parcelles 
expérimentales de 32 m? 5 chacune (environ 200 plantes), ce 
qui nous a permis d’effectuer simultanément un grand nombre 
d’essais. 

Les expériences ont été faites avec des émulsions de spores 
des bactéries suivantes : 


NO AY SINS CONE ls in. co) ohh camera a ee eee 4 champs traités. 
25) Bs NEEL OOID: ioe p50 Guess ey leg. a aes 2 — 
BO Ji; GOUROUHE WO B(Bs=o eo 4 6 Go oo 3 2 — 


Les spores séches en poudre étaient diluées au moment de 
Vapplication, a raison de 2,5 410 grammes par litre d’eau ordi- 
naire additionnée de mélasse a 4 p. 100. Chaque parcelle traitée 
était pulvérisée avec environ 5 litres de liquide (2.200 litres par 
hectare), mais cette dose nous a paru exagérée et nous l’avons 
réduite dans la suite. 

Suivant l’expérience, 2 et 4 pulvérisations ont été effectuées 
a des intervalles réguliers dés ]’apparition des chenilles. On 
pulvérisait le mélange directement sur les plantes altaquées au 
moyen d’un petit pulvérisateur 4 main tout a fait rudimentaire, 
d’une capacité de 3 litres. 

Nous insisions spécialement sur cette question de pulvérisa- 
tion, car quelques essais partiels nous ont démontré qu'il faut 
évilter autant que possible une pulvérisation verticale du 
liquide (de haut en bas); on doit l’effectuer de coté en pulvéri- 
sant la rangée de plantes de chaque coté. I] faut lVeffectuer 
également de préférence avec des appareils 4 haute pression. 
Cette derniére condition, outre qu'elle permet de projeter 
l’émulsion réguliérement et d’atteindre toutes les parties de la 
plante, est surtout nécessaire pour faire pénétrer les germes 
pathogénes dans le calice trés développé des jeunes capsules 
que l’on doit surtout préserver contre l’attaque des vers roses, 
puisque plus de 60 p. [00 des wufs de Gelechia gossyprella sont 
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déposés par les papillons directement sur les capsules vertes. 

Malheureusement nous n’avions pas l’appareillage nécessaire, 
au moment des expériences, pour confirmer ces observations, 
trés importantes au point de vue pratique. 

Pour avoir des résultats exacts, nous avons appliqué dans la 
plupart des cas un traitement indentique a deux parcelles 
différentes, distantes l'une de ]’autre, et nous avons apporté 
tous nos soins pour établir un contréle rigoureusement exact. 

L’effet du traitement était controlé de différentes maniéres : 

1° Par l'examen des capsules vertes (moyen de contrdle le 
plus exact, car les dommages sont directement proportionnels 
au nombre d’insectes). Les capsules étaient choisies approxi- 
mativement de la méme grandeur et l’examen portaif sur un 
nombre d’éléments suffisamment grand pour obtenir une bonne 
moyenne (tableau VIII). 

2° Par le pourcentage des capsules abimées ou fermées sur 
les plantes (tableau IX, fig. 3 et 4). 

3° Par examen du coton recueilli (poids de la récolte 
pour 100 de coton et graines abimées, poids de la graine, ete. 
(tableau IT). 

Le meilleur résultat que nous ayons obtenu a été enregistré 
dans les parcelles traitées par les B. ephestiv (50 p. 100 de 
réduction d’infection par rapport au contréle sur une moyenne 
de quatre champs traités). 


Tasteau VIII. — Examen des capsules vertes. 
Nombre de chenilles par 100 capsules (environ 4 plantes). 
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Plantes traitées par une solution de composés 
arsenicaux (moyenne sur 4 champs) . . 
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Un trés bon résultat a ét6 également enregistré avec les 


spores de B. cazaubon (prés de 50 p. 100 de réduction sur deux 
champs traités). Comme dans les expériences au laboratoire, 
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Total 44 


Fic. 3. — Nombre de chenilles de vers roses et dEarias trouvées dans 
100 capsules vertes 4 la fin d’aovt : 2 sur le coton traité (4 gauche), 44 sur 
le coton non traité (a droite). 


TasLeau IX. — Nombre de capsules endommagées, rendement de la 
récolte de coton et examen des graines dans les deux récoltes. 


NOMBRE 

des capsules attaquées 
sur 50 plantes 
RENDEMENT 

de la récolte du coton 
en grammes 
sur 50 plantes 
POURCENTAGE 

des graines attaquées 


Plantes non traitées du controle (rnoyenne) 

Plantes traitées avec B. ephestie (moyenne sur 
4 champs). . Fes ee ee ee 
Plantes traitées ‘avec B. cazaubon (moyenne 
sur 2 champs). 

Plantés traitées avec B. gelechize We 5 a enne 
sur 2 champs). s 
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les spores de B. gelechwzw n° 3 se sont montrées moins viru- 
lentes pour les vers roses {moins de 40 p. 100 de réduction 
d'infection en moyenne] (1). 

Toutes ces données sont également confirmées par une dimi- 
nution trés notable du nombre de capsules endommagées (fig. 4 
et 5), l'augmentation de la récolte, l’accroissement du poids 
des graines dans les champs traités, etc. (tableau VIII). 

De plus, l’action pathogéne des microbes doit théoriquement 
se propager en dehors des limites de la surface traitée. Cette 


Fic. 4. — 3 plantes de cotonniers, traitées par des spores de microbes; 


A 


4 capsules attaquées sont indiquées par des cercles. 


considération théorique semble étre confirmée par une faible 
infection, trés nette des champs de contrdéle silués dans le 
voisinage des champs trailés, et que nous avons constatée 
pendant le premier examen du coton. 

Dune facon générale, nous pouvons dire que les résultats de 
ces expériences préliminaires ont dépassé nos _prévisions 
puisque, malgré de grandes difficultés techniques, un matériel 
insuffisant et une infection de vers roses aussi forte qu’inat- 


(1) Les B. gellechi# que nous avons isolés, en Egypte, avaient été transpor- 
tés a Paris et conservés longtemps sur les milieux ordinaires (gélose et 
bouillon). C'est seulement l’année suivante que nous avons commencé a 
préparer des spores qui ont perdu sensiblement leur virulence. 
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tendue (prés de 700 chenilles de vers roses sur 100 capsules 
en moyenne dans le contréle), nous enregistrons dans les 
champs traités une diminution d’infection de prés de 50 p. 100. 
Tandis que dans les parcelles traitées identiquement par une 
solution de composés arsenicaux, nous avons atteint & peine 
une réduction d’infection de 18 p. 100 (voir derniére ligne, 
tableau VIII). 

Il faut souligner également que nos parcelles d’essai étaient 
situées dans le centre du champ infecté et que les vers roses, 


Fic. 5. — 3 plantes de cotonniers, non traitées. 
18 capsules endommagées sont indiquées par des cercles. 


a cette époque, sont doués d’un pouvoir de reproduction 
colossal. | 

Quelquefois les remédes les plus efficaces sont inopérants 
contre une propagation trés forte et vitale des insectes tels que 
les chenilles de Gelechia gossyprella, et c'est ce qui augmente 
encore la valeur des résultats obtenus (1). 

D’aulre part, prenant en considération que les vers roses, 
par leur mode d’existence, sont plus difficiles 4 infecter (les 
chenilles qui pénétrent peu de temps aprés leur éclosion dans 
la capsule verte du cotonnier ne peuvent plus étre atteintes), 


(1) Nous avons employé, en Egypte, comme mouillant, la mélasse. Actuel- 
lement, nous avons démontré qu’avec des mouillants et adhérants plus actifs 
on peut obtenir des résultats beaucoup plus démonstratifs. 
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fidus pouvons dire qué ces expériences constituent un grand 
encouragement en faveur de l’application de la méthode bac- 
tériologique dans la lutte ‘contre les vers roses ainsi que les 
insectes nuisibles en général. 

Nous avons vu plus haut que, dans la propagation des vers 
roses 3 certaines époques, les maladies microbiennes jouent 
un role prépondérant et constituent un facteur d’élimination 
naturel des plus puissants. Malheureusement, les épizooties 
naturelles ne se déclarent que tard, a la fin de l’automne 
et en hiver, quand l’ceuvre destructive de ces lépidoptéres est 
déja accomplie. Dés lors, si nous pouvions provoquer les 
épizooties artificiellement au début de l’été et arréter la propa- 
gation des insectes, la question serait résolue. 

Dans le courant de cette année, nous avons eu la chance 
d’étudier plusieurs épizooties sur les Piérides. Les jardins 
maraichers des environs de Paris étaient envahis par ces 
insectes, qui y produisaient des ravages formidables surtout 
sur les choux. A cause du changement du temps (froid et humi- 
dité) nous avons trouvé une grande quantité de chenilles 
malades ou mortes. Comme chez homme, les conditions 
défavorables du temps provoquent chez les insectes des maladies 
et mémes des épizooties. C’est ainsi que nous avons pu étudier, 
chez les Piérides, quatre maladies différentes provoquées par 
plusieurs microbes que nous avons isolés et étudiés. 

Parmi ces microbes sporogénes, il sen trouvait un qui tuait 
les chenilles en quatre & huit heures, les autres les tuaient en 
quinze a trente heures. 

Nous avons fait de nombreuses expériences avec ces nouveaux 
microbes ainsi qu’avec ceux que nous possédions déja et que 
nous conservons en poudre : B. ephestie, B. Cazaubon\, B. 
pyrenez et autres. 

Les feuilles des choux étant trés lisses il nous fallait ajouter 
une substance adhésive & nos émulsions. Nous en avons étudié 
plusieurs sortes et nous nous sommes rendu compte que ceux-ci 
jouent unrdéle trés important dans la contamination des insectes. 

Nous avons pulvérisé des feuilles de choux que nous avons 
ensuite ajoulées 4 nos émulsions et nous avons donné le tout 
aux chenilles, qui s’en sont nourries et sont mortes régulie- 
rement apres quinze & trente heures. 
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Aprés ces expériences ‘de laboratoire, nous avons essayé 
d’utiliser nos microbes en grand, dans des jardins maratchers, 
sur des choux qui étaient tras attaqués par les chenilles. 

Nous avons préparé des émulsions de spores dans |’eau ordi- 
naire, en ajoutant 4 100 litres d'eau 50 grainmes de spores en 
poudre et 10 grammes de substance adhésive. Nous avons ainsi 
pulvérisé plusieurs centaines de choux avec ces émulsions. 

Aprés trois 4 cing jours, nous avons pu constater une grande 
différence entre les choux traités et non traités. Tandis que tous 
les choux traités restaient indemnes, les autres, non traités, 
qui servaient de témoins, se trouvaient tras endommagés par 
les Piérides. 

Cette différence était encore plus marquée sur les choux que 
nous avons contaminés artificiellement par les Piérides. Nous 
avons pulvérisé quelques dizaines de choux avec des émulsions 
de microbes, et le lendemain nous avons placé une trentaine 
de chenilles sur chaque chou. Nous avons mis la méme quan- 
tité de chenilles sur des choux non traités préalablement et 
qui nous ont servi de témoins. Déja aprés vingt-quatre & qua- 
rante-huit heures nous avons pu remarquer une amélioration 
trés nette sur les choux traités. Tandis que sur ceux-ci nous 
avons trouyé toutes les chenilles mortes ou malades, sur les 
choux témoins toutes les chenilles étaient bien portantes et 
continuaient & manger les feuilles. Les résultats de ces essais 
ont été tellement démonstratifs que le propriétaire des Jardins 
dans lesquels nous avons expérimenté nous a priés de traiter 
tout le reste de ses choux. 


ConcLusion. 


La lutte contre les insectes nuisibles présente un probléme 
d'une importance capitale, car nous savons actuellement que 
tous les pays agricoles subissent des pertes énormes s'élevant & 
des centaines de millions et des milliards 4 cause des invasions 
massives d’insectes nuisibles. 

La méthode la plus répandue pour remédier & cet état de 
choses consiste en l'utilisation d’insecticides appropriés, pro- 
duits chimiques trés toxiques pour les insectes, mais trés 
toxiques également pour l’homme et les animaux domestiques, 
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Il est bien démontré cependant que dans de nombreux cas les 
insecticides les plus toxiques ne donnent que des résultats peu 
satisfaisants, parce que l’extréme sensibilité des insectes les 
met en garde contre leurs aliments habituels si ceux-ci con- 
tiennent le produit destiné a les faire mourir. De plus, nom- 
breux sont les insectes nuisibles qui viennent déposer leurs 
cufs sur les plantes et s’envolent ensuite sans avoir louché a 
Vinsecticide. Des larves minuscules sortent des ceufs, et 
pénétrent dans les tiges, dans les fruits ou dans les-capsules 
(coton) od elles croissent sans étre endommagées par les insec- 
ticides. Cependant les expériences que nous avons faites sur la 
pyrale de mais et sur les vers roses du coton nous ont montré 
que les petites larves peuvent trés facilement s’infecter par les 
spores. 

Voila pourquoi la lutte contre les insectes par des méthodes 
biologiques peuvent souvent donner des résultats beaucoup plus 
favorables que par des méthodes chimiques. 

Comme nous l’avons dit plus haut, il existe trois mélthodes 
biologiques pour lutter contre les insectes nuisibles : les mala- 
dies cryptogamiques, les insectes entomophages et les microbes 
pathogénes. 

Depuis Metchnikoff, on a beaucoup étudié les maladies cryp- 
togamiques; on a essayé de les utiliser contre les insectes nui- 
sibles, mais tous les essais dans ce sens ont donné des résultats 
contradictoires, car les champignons entomophytes exigent 
cerlaines conditions favorables & leur développement : humi- 
dilé et une température modérée, conditions qui manquent 
souvent en été. 

Les insectes entomophytes ont été employés depuis long- 
temps, surtout en Amérique. On a créé des laboratoires spé-- 
ciaux pour les étudier, les cultiver et les importer d'Europe 
aux Ktats-Unis, mais cette technique est extrémement cot- 
teuse ct Jusqu’a présent son efficacité est douteuse et difficile a 
controler. 

La méthode bactériclogique a été trés peu étudiée bien 
qu'on l'utilise depuis longtemps avec succés contre les souris 
et les rats. 

Les microbes de d’Hérelle utilisés contre les sauterelles ont 
donné des résultats peu satisfaisants; ces microbes étant aspo- 


LUTTE CONTRE LES INSECTES NUISIBLES 757 


rogénes ne résistent pas a la sécheresse de 1’été ni aux rayons 
solaires. 

C’est pourquoi notre attention a été principalement altirée 
par l’étude des microbes sporulés et des spores que nous avons 
préparces a l'état sec, sous furme de poudre, les spores pouvant 
ainsi garder leur virulence pendant plusieurs années et résister 
4 divers facteurs tels que rayons solaires, chaleur, etc. Nous 
avons démontré qu’elles peuvent supporter une exposition au 
soleil pendant vingt jours sans éprouver de diminution nolable 
de leurs propriétés pathogénes. De plus, les spores peuvent 
étre gardées a l'état sec, comme n’importe quel produit chi- 
mique, et elles n’exigent aucune précaulion spéciale pour Jeur 
conservation. 

Cette poudre de germes virulents peut étre facilement 
appliquée par les appareils de poudrage utilisés en agricul- 
tare. On peut également la délayer dans l’eau pour en faire 
une émulsion susceptible d’étre pulvérisée sur les plantes 
attaquées. 

Nous avons vu que la grande partie des chenilles que nous 
avons étudiées, s’infectent trés facilement par les spores de 
microbes que nous avons isolés des Pyrales de Mais, d’Ephestia 
et d’autres insectes malades et morts. 

Tout récemment, nous avons isolé des microbes trés patho- 
genes pour les courtilliéres et quelques acridiens. Nous avons 
exposé plus haut les résultats de nos essais sur les Pyrales de 
Mais en Yougoslavie, sur les vers roses du coton en Egypte, 
ainsi que sur les Piérides aux environs de Paris. 

D’une facon générale, nous pouvons dire que les résultats 
de nos expériences constituent un grand encouragement en 
faveur de l’application des microbes dans la lutte contre les 


insectes nuisibles. 
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